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1. INTRODUCTION

1.1. Gliomes cérébraux : un modéle de lésion épileptogéne

1.1.1. Généralités

1.1.1.1. Classification histologique et génétique

Les tumeurs cérébrales constituent un groupe hétérogene : elles peuvent étre bénignes ou
malignes — selon leur vitesse de croissance et leur invasivité, sont issues de types cellulaires
divers et peuvent étre d’origine cérébrale (tumeurs primitives) ou extra-cérébrale (métastases).
Les gliomes diffus sont les tumeurs intracraniennes primitives les plus fréquentes, représentant
entre 72 et 81% des tumeurs cérébrales malignes primitives (Ostrom et al. 2014; Molinaro et
al. 2019). Ils se développent aux dépens des cellules gliales et peuvent étre d’origine
astrocytaire, oligodendrocytaire, ou mixte. La classification OMS de ces tumeurs, révisée en
2016 (Louis et al. 2016), a intégré les données phénotypiques et génotypiques afin de
caractériser des entités biologiquement plus homogenes et plus étroitement définies dans le but
d’améliorer la précision diagnostique et, par conséquent, la prise en charge des patients, le
pronostic et la réponse aux traitements (Tab. 1). Elle rassemble sous le terme de gliome diffus
les astrocytomes de grade II et III, les oligodendrogliomes de grade II et III, les
oligoastrocytomes, et les glioblastomes qui constituent le grade IV. Ces tumeurs partagent un
profil de croissance similaire, des caractéristiques phénotypiques, ainsi que des mutations sur
les geénes codant pour I’enzyme isocitrate déshydrogénase (IDH), IDH1 et IDH2. Cette nouvelle
classification exclut désormais des gliomes diffus les astrocytomes présentant un profil de
croissance plus circonscrit, mutés sur les genes BRAF ou TSC1/TSC2 mais sans mutation sur
les génes IDH, tels que les astrocytomes pilocytiques (Louis et al. 2007). La gliomatose
cérébrale a également été retirée de la classification de 2016 et classée comme une entité

distincte (Louis et al. 2016).



Tableau 1 — La classification 2016 des gliomes diffus de 1'Organisation Mondiale de la
Santé (OMS) d'aprées Louis et al. 2016

Diffuse astrocytic and oligodendroglial tumours

Diffuse astrocytoma, IDH-mutant 9400/3

Gemistocytic astrocytoma, IDH-mutant 9411/3
Diffuse astrocytoma, IDH-wildtype 9400/3
Diffuse astrocytoma, NOS 9400/3
Anaplastic astrocytoma, IDH-mutant 9401/3
Anaplastic astrocytoma, IDH-wildtype 9401/3
Anaplastic astrocytoma, NOS 9401/3
Glioblastoma, IDH-wildtype 9440/3

Giant cell glioblastoma 9441/3

Gliosarcoma 9442/3

Epithelioid glioblastoma 9440/3
Glioblastoma, IDH-mutant 9445/3*
Glioblastoma, NOS 9440/3
Diffuse midline glioma, H3 K27M-mutant 9385/3*
Oligodendroglioma, IDH-mutant and

1p/19g-codeleted 9450/3
Oligodendroglioma, NOS 9450/3
Anaplastic oligodendroglioma, IDH-mutant

and 1p/19g-codeleted 9451/3
Anaplastic oligodendroglioma, NOS 9451/3
Oligoastrocytoma, NOS 9382/3
Anaplastic oligoastrocytoma, NOS 9382/3

Les astrocytomes diffus de grade II et les astrocytomes anaplasiques de grade III sont divisés
en astrocytomes IDH muté (IDH-mutant), IDH sauvage (IDH-wildtype), et non spécifié (not
otherwise specified/NOS). La grande majorit¢ de ces tumeurs appartient a la catégorie IDH
muté dont le pronostic est plus favorable. Les glioblastomes sont également répartis entre les
glioblastomes IDH sauvage, IDH muté et non spécifié. Les glioblastomes IDH sauvage
représentent 90% des cas et correspondent a des glioblastomes de novo diagnostiqués chez des
patients agés de plus de 55 ans. Les glioblastomes IDH muté correspondent aux glioblastomes
secondaires avec une histoire préalable de gliome diffus de bas grade, survenant généralement
chez des patients plus jeunes. Enfin la catégorie des glioblastomes NOS doit étre réservée aux
tumeurs dont le statut IDH n’a pas pu étre évalué¢ parfaitement. Les oligodendrogliomes et
oligodendrogliomes anaplasiques sont, quant a eux, caractérisés par la présence concomitante
d’une mutation IDH et d’une co-délétion 1p/19q. Le diagnostic d’oligoastrocytome, dont

Iorigine gliale serait mixte astrocytaire et oligodendrocytaire, est désormais trés limité. En



effet, la majorité des entités présentant des caractéristiques histologiques a la fois astrocytaire
et oligodendrocytaire peut étre classée soit comme astrocytome, soit comme oligodendrogliome
grace a la génétique. Ce diagnostic de tumeur d’origine gliale mixte NOS est a présent réservé
aux tumeurs imparfaitement explorées sur le plan moléculaire (Louis et al. 2016).

Les grades sont essentiellement définis selon le degré de malignité des tumeurs. Le grade I
rassemble les 1ésions tumorales bénignes, circonscrites, et a croissance lente dont 1’exérése
chirurgicale compléte permet la guérison. Le grade II caractérise les tumeurs infiltrantes de bas
grade, avec des atypies cellulaires, a croissance lente, ayant tendance a récidiver apres
traitement chirurgical (médiane de survie ~ 12 ans). Le grade III correspond a des tumeurs
malignes, anaplasiques, avec une activité mitotique, et nécessitant des traitements agressifs
(médiane de survie ~ 3,5 ans). Enfin le grade IV est défini par des tumeurs malignes,
infiltrantes, d’évolution rapidement fatale (médiane de survie : 14 a 17 mois), présentant une
croissance rapide, une néoangiogenése, et une tendance a la nécrose (Adam et Mokhtari, 2011;

Huberfeld et Pallud, 2015; Louis et al., 2007; Molinaro, et al., 2019) (Tab. 2 et 3, Fig. 1).

Tableau 2 — La gradation des gliomes diffus selon ’OMS 2016 d’apres Louis et al. 2016.

Diffuse astrocytic and oligodendroglial tumours
Diffuse astrocytoma, IDH-mutant Il
Anaplastic astrocytoma, IDH-mutant 1]

Glioblastoma, IDH-wildtype v
Glioblastoma, IDH-mutant v
Diffuse midline glioma, H3 K27M-mutant Y

Oligodendroglioma, IDH-mutant and 1p/19q-codeleted Il
Anaplastic oligodendroglioma, IDH-mutant and
1p/19q-codeleted 1]}



WHO Grade Il WHO Grade Il WHO Grade IV

>4
O}
O ’ Oligodendroglioma ’ Anaplastic Oligodendroglioma
[¢)
Y : "
e \ Diffuse Astrocytoma { Anaplastic Astrocytoma Glioblastoma
2 rog /
[} _/'/ 7é
= > /
9 = I /‘/
23 IDH wild-type ‘ | IDH mutant A
. / //"\--.._\% (IDH mutant || IDH wild-type
@© / / Ny
— s
p=| / >
[s] / £ r
% P ATRX loss 1 1p, 19q co-deletion
= Fi TP53 mutations
/L
2 L : L ' |
g Diffuse Astrocytoma, Diffuse Astrocytoma, Oligodendroglioma, Glioblastoma, Glioblastoma,
€| | IDH wild-type IDH mutant IDH mutant and IDH mutant IDH-Wildtype
g . 1p19q co-deleted aka aka
o - - “secondary “Primary
| | Anaplastic Astrocytoma Anaplastic Astrocytoma Anaplastic Glioblastoma" Glioblastoma”
Q| | IDH wild-type IDH mutant Oligodendroglioma,
o ‘ IDH mutant and
g 1p19q co-deleted
=

Figure 1 — Classification OMS des gliomes diffus intégrant les données histopathologiques
et moléculaires d’apres Torres et al. 2019.

La classification OMS ne tient cependant pas compte de I’imagerie ni de 1’hétérogénéité
tumorale, ce qui peut impacter sa reproductibilité. Dans ce contexte, une autre classification des
gliomes diffus a été proposée en 2000 par le Dr Daumas-Duport : la classification de [’hopital
Sainte-Anne (Daumas-Duport et al. 2000) qui établit une corrélation entre les données
histologiques, obtenues a partir de biopsies étagées et les données de 1’imagerie, cette dernicre
permettant d’avoir une approche macroscopique. Elle permet ainsi de mieux définir la structure
spatiale de la tumeur et d’en préciser le profil de croissance. Les auteurs définissent trois types
de structure : solide, infiltrant ou mixte. En effet, les gliomes sont constitués de deux ¢léments :
la tumeur solide, comportant uniquement des cellules gliomateuses, et des cellules tumorales
isolées, infiltrant le parenchyme cérébral avoisinant. Une structure solide est associée a une
néoangiogenése révélée a I’imagerie sous la forme d’une prise de contraste, tandis qu’une
structure infiltrante en est dépourvue. Sur la base de la présence ou non de ces ¢léments, la
classification définit quatre catégories : les oligodendrogliomes de grade A ou B, les
oligoastrocytomes de grade A ou B, les glioblastomes et les tumeurs glio-neuronales malignes.
Le grade A est caractérisé par I’absence de microangiogenése et de prise de contraste, au

contraire du grade B pour lequel ces deux critéres sont mis en évidence. Les marqueurs



moléculaires n’ont donc pas de place dans cette classification. Bien qu’elle soit plus facilement
applicable et reproductible, la classification de I’hopital Sainte-Anne n’est utilisée qu’en
France. Elle présente par ailleurs certaines limites. Tout d’abord, elle impose la réalisation
d’une IRM cérébrale. Elle est parfaitement adaptée pour les tumeurs hémisphériques mais
nettement moins pour les tumeurs du tronc cérébral pour lesquelles la faible taille des biopsies
peut étre un obstacle pour définir précisément les caractéristiques histologiques. Enfin, elle n’a

pas été validée par un comité scientifique international.



Tableau 3 - Principales caractéristiques des gliomes cérébraux. Epidémiologie et pronostic aux Etats-Unis d’aprés Ostrom et al. 2014. Histologie d’aprés la
classification OMS 2000. Aspect en IRM d’aprés Meder 2016, Grand 2019 et Naugle et al. 2004.

Tumeur Incidence | Pronostic Aspect en IRM Histologie Marqueurs Principes du
o3 moléculaires traitement
(/100 000) mmh.__ﬂu% \w
Astrocytomes 0,10 47,30 Limites nettes Différenciation élevée
(grade II) Hypersignal homogene Densité cellulaire modérée
en FLAIR/T2 Atypies cytonucléaires occasionnelles
Hypo- ou isosignal T1 Activité mitotique < 1 mitose
Pas de réhaussement Absence de nécrose
Absence de prolifération capillaire
IDH sauvage/muté/NOS
Astrocytomes 0,37 26,50 Signal hétérogene Anaplasie focale ou dispersée
anaplasiques Hypersignal Densité cellulaire augmentée
(grade III) en FLAIR/T2 Atypies cytonucléaires présentes
Zones de réhaussement Activité mitotique présente
Absence de nécrose Chirurgie
Absence de prolifération capillaire supramaximale
Oligodendrogliomes 0,27 79,10 Différenciation élevée Radiothérapie
(grade II) Densité cellulaire modérée Chimiothérapie
Atypies cytonucléaires possibles
Limites floues Activité mitotique occasionnelle
Signal hétérogene Absence de nécrose
enT1et T2 Absence de prolifération capillaire IDH muté/NOS
Oligodendrogliomes 0,11 50,70 Chute de signal focale Anaplasie focale ou dispersée Co-délétion 1p/19q
anaplasiques en SWI Densité cellulaire augmentée
(grade III) Atypies cytonucléaires possibles

Activité mitotique possiblement forte
Nécrose possible

Prolifération capillaire possible




Tableau 3 - Principales caractéristiques des gliomes cérébraux. Epidémiologie et pronostic aux Etats-Unis d’aprés Ostrom et al. 2014. Histologie d’aprés la

classification OMS 2000. Aspect en IRM d’aprés Meder 2016 et Naugle et al. 2004.

Tumeur Incidence | Pronostic Aspect en IRM Histologie Marqueurs Principes du
Mﬂwww m.mn“”_m a moléculaires traitement
(%)
Oligoastrocytomes Différenciation élevée
(grade II) Densité cellulaire faible ou modérée
Atypies cytonucléaires ?
Hypersignal Activité mitotique absente ou faible
en FLAIR/T2 Absence de nécrose
020 61,00 Hyposignal T1 Absence de prolifération capillaire NOS
Oligoastrocytomes Réhaussement dans Différenciation ?
(grade III) 50 % des cas Densité cellulaire augmentée
Atypies cytonucléaires possibles
Activité mitotiquepossiblement forte
Nécrose possible Chirurgie
Prolifération capillaire possible supramaximale
Glioblastomes 3,19 4,70 Hypo- ou isosignal T1 Différenciation faible IDH sauvage/muté¢/NOS | Radiothérapie
(grade IV) Hypersignal hétérogene Densité cellulaire élevée Chimiothérapie
en T2/FLAIR Atypies cytonucléaires marquées

Nécrose en hyposignal
T1 et hypersignal T2
Réhaussement constant,
épais, annulaire

et irrégulier

Zones hémorragiques
en hyposignal T2*

Activité mitotique élevée
Présence de nécrose

Présence de prolifération capillaire

NOS : Non spécifié.




1.1.1.2. Epidémiologie

L’incidence des gliomes varie selon les études de 4 a 6,8 cas pour 100 000 (Louis et al. 2016;
Darlix et al. 2016; Molinaro et al. 2019). Ils représentent moins de 1 % de tous les cancers
nouvellement diagnostiqués, environ 30 % de toutes les tumeurs du systéme nerveux central et
plus de 80 % des tumeurs cérébrales malignes (Ostrom et al. 2018). Les taux d’incidence des
gliomes varient selon le type histologique, 1’age, le sexe, le pays et I’ethnie.

Parmi les gliomes, les glioblastomes sont le type histologique le plus fréquemment retrouvé
(45% a 75% des cas selon les études) avec une incidence de 0.59 a 3.69 pour 100 000. Le
pronostic est le plus sombre : la survie a 5 ans est de 0.05 a 4.7% (Bush et al. 2017; Molinaro
et al. 2019). L’age médian au diagnostic des patients présentant un glioblastome IDH sauvage
est de 59 ans. Pour ces patients, la médiane de survie aprés traitement par chirurgie et radio-
chimiothérapie est de 14,4 mois. Les patients présentant un glioblastome avec une mutation
IDH ont des caractéristiques particulieres : ils sont plus jeunes, avec un age médian au
diagnostic de 38 ans, et ont une médiane de survie plus importante de 3,6 ans (Molinaro et al.
2019).

Les gliomes de grade II sont moins fréquents avec une incidence de 1I’ordre de 1 pour 100 000
(Rigau et al. 2011). L’4ge médian au diagnostic est de 52 ans pour les astrocytomes IDH
sauvage de grade II et III, et la médiane de survie de 22,8 mois. En revanche les astrocytomes
comportant une mutation IDH affectent des patients plus jeunes, avec un adge médian au
diagnostic de 36 ans, et sont caractérisés par une médiane de survie plus importante de 9,3 ans.
Les patients présentant un oligodendrogliome avec une mutation IDH et une co-délétion 1p/19q
ont un age médian au diagnostic de 44 ans et ont le meilleur pronostic avec une médiane de
survie de 17,5 ans (Molinaro et al. 2019). Dans la cohorte francaise décrite par Van Den Bent
et al., la survie médiane sans progression était de 7,8 mois chez les patients présentant un
oligodendrogliome non muté pour IDH1 versus 50 mois pour ceux muté sur IDH1. Le taux de
survie globale a 2 ans était de 37 % dans le premier groupe contre 83% dans le deuxiéme (Van
Den Bent et al. 2010).

Dans les cohortes américaines rapportées par Chen et al., la mutation IDH est retrouvée dans
80,5% des cas de gliomes de grades II, dans 54,7% des cas des gliomes de grade III et dans
8,9% des grades IV quel que soit le type histologique. Elle est associée a une augmentation du
risque de survenue de crises d’épilepsie : 18 a 34% des patients présentant un gliome non muté
présentaient des crises avant la chirurgie contre 59 a 74% de ceux présentant un gliome avec

une mutation sur IDHI (Chen et al. 2017).
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L’incidence des astrocytomes augmente avec 1’age, avec un pic entre 75 et 84 ans. Les
oligodendrogliomes sont plus fréquents entre 35 et 44 ans. Quel que soit I’age, les gliomes
surviennent davantage chez les hommes que chez les femmes (Ostrom et al. 2014; Molinaro et
al. 2019). Dans les pays développés, I’incidence des gliomes chez les adultes est globalement
stable. En revanche, elle a 1égérement augmenté chez les enfants (Bauchet et Ostrom 2019).

Les taux d’incidence des gliomes diffus sont significativement plus élevés dans les pays dont
la population est a prédominance caucasienne (7,8 pour 100 000 aux Etats-Unis) que dans ceux
dont la population est a prédominance asiatique (1,9 en Asie du Sud-Est) ou africaine. Ces
différences ne peuvent pas €tre expliquées uniquement par les différences d’acces aux soins
médicaux. Par exemple, I’incidence est de 8,5 pour 100 000 en Europe de I’Ouest contre 1,9 au
Japon. Ces différences suggerent I’implication de facteurs ethniques, culturels et

environnementaux (Ostrom et al. 2014; Molinaro et al. 2019).

1.1.1.3. Facteurs étiologiques et facteurs de risque

La grande hétérogénéité¢ des gliomes diffus en termes de type histologique, de grade, de
pronostic et de biologie moléculaire complexifie la recherche de facteurs de risque (Ostrom et
al. 2018).

Plusieurs syndromes génétiques de prédisposition aux cancers — i.e. syndrome de Lynch,
syndrome de Li-Fraumeni, neurofibromatose de type 1 et 2, sclérose tubéreuse de Bourneville,
syndrome mélanome-tumeur du systeéme nerveux, maladie d’Ollier — sont associ€s a un risque
accru de gliome (Ostrom et al. 2014; Molinaro et al. 2019). Cependant ils ne concernent qu’une
faible proportion de patients (environ 5%), chez qui I’histoire naturelle de la maladie pourrait
différer de celle des gliomes spontanés. Des études ont montré qu’un modele polygénique
explique davantage la distribution des gliomes chez 1’adulte. Parmi cette large majorité de
patients sans syndrome de prédisposition aux cancers, 5 a 10 % ont des antécédents familiaux
de gliome. Ainsi, les apparentés au premier degré ont un risque multiplié¢ par 2 a 3 de développer
une tumeur primitive cérébrale (Molinaro et al. 2019). Il est possible que dans ces agrégats
familiaux de gliomes les patients partagent des facteurs de risque génétiques et/ou
environnementaux (Ostrom et al. 2018; Molinaro et al. 2019).

Le seul facteur de risque environnemental formellement identifié est 1’exposition aux radiations
ionisantes, en particulier dans 1’enfance, qu’elle soit a des doses thérapeutiques ou a hautes
doses. Elles vont générer des dommages sur I’ADN par le biais de cassures simple ou double-

brin. Le développement d’un gliome peut survenir rapidement, entre 7 et 9 ans apres
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I’irradiation (Ostrom et al. 2018). L’effet de I’exposition aux rayonnements ionisants lors
d’actes diagnostiques (i.e. scanner et radiographie) reste difficile a déterminer (Bauchet and
Ostrom 2019).

Une possible association avec I’exposition aux champs magnétiques de trés basse fréquence et
avec les pesticides nécessite encore d’étre définitivement validée. Le téléphone portable n’est
pas un facteur de risque formel mais reste néanmoins trés étudié du fait de la période de latence,
dont la durée est encore inconnue, et du manque de recul sur les conséquences d’une utilisation
massive et a long terme (Ostrom et al. 2014; Molinaro et al. 2019), d’autant plus que les
téléphones sont désormais utilisés plus tot au cours de la vie (Bauchet et Ostrom 2019).

Les ¢études épidémiologiques ont permis de mettre en évidence un seul facteur protecteur : le
terrain atopique. Une méta-analyse a ainsi montré une diminution du risque de gliome de prés
de 40% chez les patients ayant des antécédents d’allergies (asthme, rhinite allergique, eczéma,
allergies alimentaires), soulevant des questions immunitaires (Ostrom et al. 2014; Molinaro et
al. 2019). Plusieurs hypotheses ont été avancées : une augmentation de la surveillance par le
systeme de I’immunité innée, une similitude entre les anticorps dirigés contre les allergénes et
les antigénes des tumeurs cérébrales, ou encore une plus grande efficacité de la réponse aux

carcinogeénes environnementaux (Bauchet et Ostrom 2019).

1.1.1.4. Histoire naturelle

Les gliomes diffus de bas grade se caractérisent par une croissance lente. En revanche, ils
présentent une infiltration extensive dans le tissu péritumoral qui est sous-estimée en IRM
(Pallud et al. 2010). Au cours de leur évolution, les gliomes vont progressivement interférer
avec le fonctionnement normal du cerveau en interrompant les connexions fonctionnelles des
réseaux neuronaux au sein du cortex péritumoral mais aussi avec des régions cérébrales a
distance, ce qui favorise la survenue d’activités épileptiques. Par ailleurs, la croissance lente
des gliomes diffus de bas grade permet la mise en place de mécanismes d’adaptation au sein du
cortex péritumoral avec une réorganisation morphologique et fonctionnelle. Ainsi, les déficits
neurologiques sont rares au moment du diagnostic. Cependant, la plasticité des structures sous-
corticales est inférieure a celle du cortex. Dans ce contexte, les patients qui présentent une
infiltration a ce niveau ont plus de risques de développer précocement des symptomes
deéficitaires en lien avec la localisation de la tumeur : de 1’altération cognitive discrete au déficit

neurologique focal (Smits et Jakola 2018).
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L’¢évolution naturelle des gliomes diffus de bas grade s’effectue en deux phases principales :
une premiere période au cours de laquelle la tumeur devient visible radiologiquement et
s’exprime cliniquement, habituellement par une épilepsie. Sa croissance est lente, avec une
vitesse d’expansion diamétrique inférieure a 4 mm par an. Puis une deuxiéme période survient
apreés 7 a 8 ans d’évolution, caractérisée par la transformation de la lIésion en tumeur de haut
grade et une augmentation de la vitesse de croissance, supérieure a § mm/an, atteignant
volontiers 50 mm par an (Pallud et al. 2014) (Fig. 2).

Environ 3 a 10 % des gliomes de bas grade sont découverts fortuitement sur un examen
d’imagerie réalisé pour explorer des symptomes sans lien avec la tumeur. En général, ces
tumeurs sont plus petites en volume et n’impliquent pas de régions éloquentes. Cependant, elles
présentent la méme dynamique de croissance que les gliomes symptomatiques. De fait, une
simple surveillance clinique est inadéquate : elles doivent bénéficier d’un traitement maximal
d’emblée (Smits et Jakola 2018).

A ce jour, le traitement neurochirurgical de référence consiste en une chirurgie éveillée
permettant une résection supra-maximale de la tumeur. Les limites de 1’exérése sont définies
grace a une cartographie fonctionnelle établies par électrostimulation directe corticale et sous-
corticale per-opératoire alors que le patient effectue simultanément différents tests en rapport
avec les aires cérébrales impliquées (langage, calcul, etc.)(Huberfeld et al. 2017). Une méta-
analyse internationale prenant en compte 8091 gliomes a pu montrer que 1’attitude chirurgicale
d’une résection étendue guidée sur la fonction cartographiée par électrostimulation améliorait
le taux de résection (75 % vs. 58 %) mais réduisait également le taux de déficit neurologique
post-opératoire (3,4 % vs. 8,2 %) (De Witt Hamer et al. 2012). L’étendue de la résection est un
facteur majeur influencant la survie sans transformation maligne et la survie globale des
gliomes de bas grade (Pallud et al. 2014). Les gyri et les sillons sont préalablement identifiés
en utilisant la neuronavigation basée sur I'IRM et I’échographie per-opératoire (Pallud et
Dezamis 2017). La chimiothérapie de premiére ligne sera quant a elle le t¢émozolomide ou une
association procarbazine et vincristine dont le choix est défini selon les caractéristiques de la
tumeur.

L’impact des traitements sur la croissance tumorale est bien connu. Le traitement chirurgical
permet une cytoréduction mais ne va pas influer sur la vitesse de croissance de la tumeur. La
radiothérapie et la chimiothérapie ne vont pouvoir ralentir que transitoirement sa croissance :
aprés une phase de réduction de la vitesse de croissance, la plupart des tumeurs progressent a

nouveau selon leur dynamique initiale a I’arrét du témozolomide (TMZ) (Smits et Jakola 2018).
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Figure 2 — Exemple d'évolution d'un gliome de bas grade frontal gauche, d'aprés Pallud et
al. 2014. (A) Exemple d’un gliome diffus de bas grade (astrocytome de grade II). La tumeur apparait
en hyposignal T1, ne prenant pas le contraste, et en hypersignal FLAIR. Sur les photographies per-
opératoires, elle correspond a la zone plus pale ou les gyri sont hypertrophiés et infiltrés. L’examen
anatomopathologique révele une infiltration tumorale du cortex par des cellules tumorales isolées. (B)
Exemple de I’évolution des crises épileptiques au cours de ’histoire naturelle d’un gliome diffus de
bas-grade. L’évolution radiologique du diamétre de la tumeur est représentée au cours du temps. Un
patient de 27 ans, droitier a présenté des crises focales simples contrdlées par un unique traitement anti-
épileptique et une Iésion frontale gauche ne prenant pas le contraste et grossissant spontanément sur les
IRM successives (vitesse de croissance de 4,0 mm/an). Une résection chirurgicale subtotale a été
réalisée et a confirmé le diagnostic d’un oligodendrogliome de grade II. Le traitement anti-épileptique
a ¢té arrété environ 1 an aprés la chirurgie initiale. La tumeur résiduelle a progressé (vitesse de
croissance de 7,8 mm/an) et les crises €pileptiques ont récidivé 2 ans apres la chirurgie, nécessitant la
ra ré-introduction d’un traitement anti-épileptique. Une radiothérapie conformationnelle externe a été
réalisée lors de la récidive des crises 4 ans apres la chirurgie, permettant un contréle de 1’épilepsie et de
la tumeur a I’'imagerie (vitesse de croissance de 0,2 mm/an) pendant plus de 3 ans. Par la suite, les crises
épileptiques ont récidivé avec une progression concomitante a I’imagerie (vitesse de croissance de 8,3
mm/an). Les crises sont restées résistantes aux traitements malgré 1’introduction d’un troisiéme
médicament anti-épileptique. Une seconde chirurgie a été nécessaire pour les contrdler. Le patient a
refusé tout autre traitement oncologique jusqu’a une nouvelle récidive des crises associées a des troubles
du langage et avec des signes d’une transformation maligne a ’imagerie (vitesse de croissance de 47,8
mm/an). Malgré des traitements agressifs associant une radiothérapie conformationnelle externe et une
chimiothérapie concomitante et adjuvante par témozolomide, la tumeur a progressé. Le patient est
décédé 10 ans apres le diagnostic histopathologique.
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La deuxiéme période correspondant a la transformation maligne de la tumeur est caractérisée
par une progression clinique et radiologique pouvant survenir soit de maniere simultanée, soit
successivement. Ceci dicte les modalités de surveillance : a la fois clinique et radiologique, a
intervalles réguliers rapprochés, afin de détecter précocement cette phase de progression
tumorale dont le délai de survenue est extrémement variable d’un individu a I’autre et dont le
pronostic est trés sombre. Les facteurs de risque d’une transformation maligne sont 1’age
avance, le sexe masculin, les localisations tumorales multiples, I’utilisation de la chimiothérapie
seule, et la présence de résidu tumoral. Il apparait crucial de pouvoir retarder cette phase ultime
de progression des gliomes, ce que permettrait la résection chirurgicale supra-maximale, ainsi
que ’association de la radiothérapie avec la chimiothérapie. Toutefois, le TMZ pourrait étre a
I’origine d’un phénotype fortement muté dans un sous-groupe de patients avec I’acquisition

d’une résistance acquise au traitement (Smits et Jakola 2018).

1.1.2. Epileptogénicité des gliomes

1.1.2.1. Généralités

La Ligue Internationale Contre I’Epilepsie définit 1’épilepsie comme une affection du cerveau
répondant a I’un des critéres suivants : 1) au moins deux crises non provoquées survenant a plus
de 24 heures d’intervalle ; 2) une crise non provoquée (ou réflexe) et la probabilité de survenue
de crises ultérieures au cours des 10 années suivantes similaire au risque général de récurrence
(au moins 60 %) observé apres deux crises non provoquées ; 3) diagnostic d’un syndrome
épileptique (Fisher et al. 2014). Une épilepsie pharmacorésistante est, quant a elle, caractérisée
par I’échec de 2 traitements anti-€pileptiques bien tolérés, bien conduits, choisis de manicre
appropriée, en monothérapie ou en association (Kwan et al. 2010).

L’¢épilepsie est une comorbidité majeure des gliomes diffus. Son origine et ses mécanismes
d’émergence sont multifactoriels : ils dépendent de la tumeur elle-méme, de sa localisation, des
modifications au sein du cortex péritumoral, mais probablement aussi de facteurs
environnementaux (De Groot et al. 2012; Pallud et McKhann 2019). Plus de 50 % des patients
présenteront au moins une crise au cours de 1’évolution de la tumeur, et prés de 30 %
développeront une épilepsie tumorale, définie par la survenue de plusieurs crises. Au moins
10% des patients présenteront un status epilepticus avec des crises durant plus de 5 minutes ou

survenant en salves sans reprise de la conscience (Chen et al. 2017).
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Bien qu’elle soit un facteur protecteur de transformation maligne et qu’elle accroisse la survie
globale (Fig. 3) (Pallud et al. 2014), elle altere significativement la qualité de vie des patients,
d’une part en raison de la survenue imprévisible des crises, d’autre part en raison des troubles
cognitifs induits par ces derniéres et par les traitements anti-épileptiques. L’enjeu est important
compte-tenu de la survie relativement prolongée des patients souffrant de gliomes de bas grade,
d’autant plus que selon sa localisation, la tumeur en elle-méme, la chirurgie et la radiothérapie
peuvent également induire des troubles cognitifs (van Breemen et al. 2007; Pallud et al. 2014;
Bush et al. 2017). Par ailleurs I’épilepsie et ses traitements pourraient influer sur I’évolution
des patients en raison de possible interactions avec les chimiothérapies et d’effets oncologiques
directs. Il a ainsi été montré que la croissance tumorale induit la survenue de crises épileptiques
et que les crises pourraient théoriquement favoriser la croissance de la tumeur (Pallud et al.

2019).
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Figure 3 — Survie globale et survie sans progression maligne en fonction de la présence ou
de I'absence d'épilepsie, d'apres Pallud et al. 2014.

Enfin, la pratique clinique a montré que la récidive de crises apres une période initiale de
contrdle de I’épilepsie, la survenue de crises d’une sémiologie différente, ou une augmentation
de leur fréquence chez un patient suivi pour un gliome diffus peut étre le signe d’une
progression tumorale. La modification des crises épileptiques peut parfois méme précéder la
détection de la progression a 1’imagerie (Pallud et al. 2019) et revét donc un caractére
pronostique. Paradoxalement, la présence de crises épileptiques au moment du diagnostic est
associée a un meilleur pronostic (Pallud et al. 2014). Dans la cohorte de 1509 patients issue du

Réseau d’Ftude des Gliomes, la survie globale était d’environ 90 mois pour les patients
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présentant un gliome de bas grade associ¢ a des crises épileptiques au diagnostic contre 50 mois
pour ceux qui n’en présentaient pas. De plus, la présence de crises au diagnostic était également
associée a une amélioration de la survie sans progression vers la malignité (65 mois vs. 40

mois).

1.1.2.2. Sémiologie épileptique

Il n’y a pas de sémiologie spécifique des crises épileptiques en lien avec un gliome diffus. La
présentation des crises est directement liée a la localisation de la tumeur (van Breemen et al.
2007; Smits et Jakola 2018). La majorit¢ des patients ont des crises focales simples ou
complexes : de 45 a 95% des cas selon les études (Pallud et al. 2019). Le diagnostic peut étre
difficile en cas de crises focales discretes : elles peuvent passer inapercues chez des patients
présentant par ailleurs des troubles cognitifs. Dans la cohorte décrite par I’équipe de Johan
Pallud (Pallud et al. 2014), seuls 5,3% des patients avec une épilepsie au moment du diagnostic
présentaient des crises d’emblée ou secondairement généralisées.

Neéanmoins, une premicre crise d’épilepsie chez un patient d’age moyen — d’autant plus si la
sémiologie est focale et compatible avec un point de départ insulaire, temporal ou frontal — une
aura olfactive, un déficit post-critique, un état de mal isolé¢ ou une modification progressive de
la sémiologie des crises au cours du temps sont évocateurs d’une épilepsie d’étiologie tumorale
et doivent conduire a la réalisation d’une imagerie cérébrale (Huberfeld et Pallud 2015). Elle
permettra le plus souvent de porter le diagnostic. Prés de la moitié¢ des patients présentant un
gliome de bas grade n’ont présenté qu’une seule crise avant la prise en charge oncologique.
Cependant, il existe de rares cas, notamment chez les patients présentant un gliome de haut
grade, ou les crises précedent 1’apparition d’anomalies radiologiques. Enfin, au moment du
diagnostic, les crises épileptiques peuvent étre isolées ou associées a d’autres symptomes :
hypertension intracranienne et/ou déficit neurologique focal, ces derniers pouvant apparaitre
apres plusieurs années d’évolution (Huberfeld et Pallud 2015).

Les gliomes diffus de bas grade sont le plus fréquemment situés dans le lobe frontal qui est
associ¢ a des crises de sémiologie variée (Smits et Jakola 2018). Lorsque la crise survient dans
I’aire motrice supplémentaire, elle associe une crise tonique asymétrique avec extension et
¢lévation du bras, suivi d’une déviation forcée de la téte. Les crises somato-motrice Bravais-
Jacksoniennes émergent des aires péri-rolandiques. Enfin les crises associant arrét de la parole
et agitation motrice sont associées a des tumeurs de localisation profonde au sein du lobe

frontal. Lorsque le gliome est situé dans le lobe temporal, la sémiologie des crises se caractérise
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par des sensations de déja-vu/déja-vécu, une géne épigastrique, des hallucinations auditives,
des troubles phasiques ou mnésiques. Les crises insulaires se manifestent par un inconfort
laryngé, une oppression thoracique ou abdominale, une dyspnée, des paresthésies désagréables
ou une impression de chaleur cutanée, suivis d’une dysarthrie et de clonies focales. La région
occipitale est moins souvent le siége de gliomes diffus : les patients peuvent rapporter des
phénomenes visuels positifs, des amputations du champ visuel ou encore une vision floue

pendant les crises (Bonini et al. 2014; Smits et Jakola 2018).

1.1.2.3. Prévalence de I’épilepsie a chaque phase évolutive

Les gliomes diffus sont des tumeurs hautement épileptogenes (van Breemen et al. 2007). Les
crises épileptiques sont le symptome révélateur le plus fréquent. Leur incidence varie en
fonction du type de tumeur, de son grade, et de sa localisation. Ainsi les tumeurs de bas grade
sont-elles plus épileptogenes que celles de haut grade. L’incidence de 1’épilepsie est proche de
80 % pour les tumeurs de bas grade : elle est de 60 % pour les astrocytomes, et elle atteint
presque 100 % pour les oligodendrogliomes. Concernant les tumeurs de haut grade, elle est de
50 % pour les gliomes anaplasiques et de 25 a 60 % pour les glioblastomes (Huberfeld et Pallud
2015).

Dans le cas des tumeurs de bas grade, prés de 80 % des patients présentent des crises d’épilepsie
au moment de la découverte de la Iésion a I’imagerie (van Breemen et al. 2007; Pallud et al.
2014). Cette prévalence progresse a 90 % au moment du diagnostic oncologique. Selon les
¢tudes, 1’épilepsie est controlée chez 50 a 85 % des patients au moment du diagnostic. Par la
suite, la prévalence de 1’épilepsie augmente au cours de I’histoire naturelle de la tumeur (Fig. 4)
pour atteindre plus de 95 % des cas lorsque cette derniere évolue vers une 1ésion de haut grade.
Il en est de méme pour la résistance aux traitements anti-€pileptiques qui augmente
progressivement (Pallud et al. 2014; Pallud et al. 2019).

Parmi les patients n’ayant pas regu de traitement oncologique apres une biopsie stéréotaxique,
92% présentaient des crises épileptiques au moment du diagnostic dont 87 % étaient contrdlées
sous traitement anti-épileptique dans la cohorte étudiée par I’équipe de Johan Pallud (Pallud et
al. 2014). Apres un suivi moyen de 34 mois sans traitement oncologique, la pharmacorésistance
a progressé a pres de 40 % (Fig. 4). Dans la méme étude, 89,5 % des patients traités sur le plan
oncologique présentaient des crises au moment du diagnostic. L’épilepsie était controlée dans
62 % des cas avec ou sans traitement anti-épileptique six mois apres le traitement oncologique.

La résection chirurgicale totale ou subtotale du gliome était associée a un meilleur contrdle de
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I’épilepsie. En revanche, la chimiothérapie et la radiothérapie n’ont pas eu d’effet, alors qu’il
est rapporté par d’autres travaux.

Ces résultats soulignent la progression de 1’épilepsie au cours de I’histoire naturelle des gliomes
diffus de bas grade. Ils mettent également en exergue la difficulté a obtenir un contrdle de
I’épilepsie a 1’aide des seuls traitements anti-épileptiques et son amélioration par les traitements

oncologiques.
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Figure 4 — Prévalence des crises épileptiques controlées (en gris) et résistantes (en noir)
aux traitements anti-épileptiques au moment de la découverte a I'imagerie (« Découverte »),
au moment du diagnostic histopathologique (« Diagnostic »), 6 mois apres la premiere ligne
de traitement oncologique (« Traitement») et au moment de la transformation maligne
(« Transformation maligne »), d’aprés Pallud et al. 2014.
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1.1.2.4. Marqueurs prédictifs de 1’épilepsie

L’évolution de I’épilepsie et son controle dépendent de la présence de facteurs de risque.

Au moment du diagnostic : concernant les gliomes diffus de bas grade, le sexe masculin et la

localisation de la tumeur proche de zones fonctionnelles ou envahissant le néocortex
augmentent le risque de déclarer une épilepsie (Pallud et al. 2014). Les gliomes se développant
dans les lobes frontaux, temporaux, insulaires ou pariétaux sont plus souvent associés a une
épilepsie que ceux se développant dans le lobe occipital (van Breemen et al. 2007). L’épilepsie
est particulierement fréquente lorsque la tumeur est située dans la partie mésiale du lobe

temporal ainsi que dans I’insula. Ceci est probablement lié au fort potentiel épileptogéne du
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cortex de ces deux régions. Le risque augmente également avec le volume tumoral dans le
contexte de gliomes de bas grade. Il est probable que la croissance lente de ces tumeurs
permettent le développement concomitant de mécanismes pro-épileptogénes et d’une plasticité
neuronale, contrairement aux gliomes de haut grade dont la croissance rapide empéche leur
mise en place. Une augmentation de la pression intracranienne, un age supérieur a 45 ans, une
localisation tumorale profonde ou infratentorielle diminuent le risque de déclarer une épilepsie
(Pallud et al. 2014; Pallud et al. 2019).

En revanche, le role du sous-type histologique ou des marqueurs biomoléculaires semble moins
clair et doit encore étre évalué. Dans des cohortes américaines de I’Université de Californie et
du Glioma International Case Control Study, le risque d’épilepsie semble augmenté dans le cas
des oligodendrogliomes et des gliomes mixtes, contrairement a des séries frangaises et chinoises
ou le sous-type histologique n’apparait pas comme un facteur de risque. La présence d’une
mutation sur I’isocitrate déshydrogénase (IDH1 ou IDH2) semble associée a une augmentation
du risque d’épilepsie dans les gliomes diffus de bas grade, mais encore controversée dans le cas
des gliomes de haut grade (Chen et al. 2017; Pallud et McKhann 2019). Enfin, aucune
association n’a ¢té mise en évidence entre les biomarqueurs moléculaires, co-délétion 1p19q
ou p53, et un risque majoré d’épilepsie (Pallud et al. 2014; Pallud et al. 2019).

Le retard diagnostic, la localisation insulaire, un coefficient de prolifération éleve (Ki67
supérieur a 10 %) et une localisation proche de zones fonctionnelles sont associés de maniere
indépendante a la survenue d’une épilepsie résistante aux traitements (Pallud et al. 2014;

Huberfeld et Pallud 2015).

Aprés traitement oncologique : une épilepsie déclarée au diagnostic, une localisation tumorale

pariétale ou insulaire augmentent le risque de développer une épilepsie résistante aux
traitements. Un age supérieur a 45 ans au moment du diagnostic, une résection chirurgicale

totale ou subtotale améliorent le controle de 1’épilepsie apres traitement oncologique.

La difficult¢ du controle de I’épilepsie résulte de son caractere parfois pharmacorésistant
(possiblement dii aux protéines conférant des résistances multiples aux médicaments), des
interactions potentielles avec les chimiothérapies (de nombreux traitements anti-€pileptiques
sont inducteurs ou inhibiteurs enzymatiques) et des troubles cognitifs qu’elle engendre (van
Breemen et al. 2007; Weller et al. 2012; Pallud et al. 2014). De ce fait I’épilepsie associée aux

tumeurs cérébrales est une entité spécifique. Les chapitres suivants vont des lors se focaliser
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sur les mécanismes généraux de développement des activités épileptiques et sur les

particularités de 1’épilepsie tumorale.

1.2. Geneése des activités épileptiques

1.2.1. Introduction : Epileptogenése vs. Ictogenése

L’¢épileptogenese est I’ensemble des processus de remaniement des tissus, induits par une
Iésion, un désordre développemental ou génétique, tant a I’échelle cellulaire, neuronale et
gliale, qu’a celle de réseaux, préludes au développement d’une épilepsie, c’est-a-dire a la
production spontanée de crises récurrentes. L’origine et les mécanismes de 1’épilepsie tumorale
sont multifactoriels et résultent de D’intrication de processus oncologiques et neuronaux
aboutissant a un déséquilibre entre les signalisations synaptiques excitatrices et inhibitrices.
L’ictogenése correspond aux processus de développement d’une crise d’épilepsie (ou décharge
ictale) sur un tissu préalablement remanié par les processus d’épileptogenese. La crise est une
décharge prolongée, dynamique, excessive (considérant la fréquence de décharge des neurones)
et hypersynchrone (au moins a un stade avancé de la crise) d’une population de neurones. Les
crises durent plusieurs secondes, voire minutes, et sont associées a des manifestations cliniques,
la décharge affectant le fonctionnement cérébral. Les périodes inter-critiques sont caractérisées
par la présence de bréves décharges neuronales synchrones durant quelques dizaines de
millisecondes, les activités interictales, sans expression clinique, mais reflétant les anomalies
de fonctionnement neuronal liées aux processus d’épileptogenese.

In vitro, les tissus humains péri-tumoraux peuvent générer spontanément des activités
épileptiques interictales, les caractéristiques neuronales et de connectivité pathologique étant
préservées. Des crises peuvent aussi y €tre induites par augmentation pharmacologique de
I’excitabilité, la phase de transition vers la crise se caractérisant par I’émergence progressive
de décharges transitoires particulieres, les décharges pré-ictales qui déclenchent ensuite la crise.
Ces différents types d’activités épileptiques sont sous-tendues par des voies de signalisation

spécifiques.
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1.2.2. Mécanismes généraux de I’épileptogenése

1.2.2.1. Timing de I’épileptogenese

Au cours de I’épileptogenese, le cerveau devient capable de générer des crises lorsque les
modifications moléculaires, structurelles et fonctionnelles, atteignent un seuil théorique, a ce
jour non quantifiable. Ce seuil est différent de celui permettant de générer des activités
intercritiques, présentes avant les premicres crises. Ces modifications surviennent a une échelle
locale mais elles impliquent également et précocement de vastes réseaux neuronaux dont la
taille augmente progressivement au cours de 1’épileptogenese (Zaveri et al. 2020).

Apres une agression, une lésion ou un mécanisme génétique, il existe une phase de latence sans
crise durant laquelle ces remaniements multiples se mettent en place. Ces processus
comprennent notamment une perte neuronale souvent sélective, une perturbation de
I’expression de canaux voltage-dépendants et de récepteurs, I’altération de voies métaboliques,
I’implication de réactions immunitaires et inflammatoires, ainsi que le développement d’une
gliose. Ils peuvent ensuite se poursuivre lorsque les crises épileptiques surviennent. L’évolution
de I’épilepsie serait alors marquée par une augmentation de la fréquence des crises et une
aggravation des anomalies structurelles, variable selon 1’age et les conditions épileptiques.
L’ensemble de ces perturbations entraine une augmentation de I’excitabilité neuronale

(Blauwblomme et al. 2014).

1.2.2.2. Effets du processus tumoral sur 1’épileptogenése

L’¢épileptogenese semble multifactorielle, elle combine des processus liés a la tumeur elle-
méme et a la modification de son microenvironnement. Ces mécanismes semblent différer entre
les gliomes diffus de bas grade et ceux de haut grade. Néanmoins, quel que soit le type de
tumeur, le principe général est un déséquilibre entre les voies inhibitrices et excitatrices
basculant vers un excés d’excitation.

Dés 1966, des enregistrements transcorticographiques (ECoG) de patients porteurs de gliomes
montraient que les activités épileptiques prenaient naissance dans le cortex péritumoral, la

tumeur en elle-méme étant dépourvu d’activités électriques (Fig. 5) (Hirsch et al. 1966).
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Figure 5 — Enregistrements en transcorticographie radiaire et en dérivation monopolaire
dans un cas de gliome temporal superficiel, d'aprés Hirsch et al. 1966.

Depuis les enregistrements ¢€lectrophysiologiques pré- (Mittal et al. 2016) et per-opératoires
(ECoG) (Tran et al. 1997) ainsi que ceux réalisés ex vivo sur des biopsies de cortex péritumoral
(Pallud et al. 2014) ont confirmé la genése des activités épileptiques dans le cortex péritumoral
fonctionnel et infiltré par les cellules tumorales isolées et non au sein de la tumeur elle-méme
(Pallud et al. 2019) (Fig. 6).

L’¢épileptogénicité des gliomes de bas grade résulterait donc principalement des interactions
entre la tumeur et le néocortex plutot que du simple fait des propriétés intrinséques de la tumeur.
Les contraintes spatiales imposées par la tumeur au cours de son développement pourraient
ainsi participer a la genése de 1’épilepsie tumorale : 1’effet de masse et 1I’cedéme peuvent induire
des altérations de la microcirculation et une hypoperfusion cérébrale par diminution de la
pression de perfusion cérébrale, responsables de modifications ischémiques locales dans le
cortex péritumoral (Pallud et al. 2013; Pallud et al. 2019). La croissance lente des gliomes de
bas grade et I’infiltration tumorale pourrait isoler des aires corticales circonscrites et provoquer
une déafférentation du réseau neuronal cortico-sous-cortical localement et a distance (van
Breemen et al. 2007). Les gliomes interrompraient donc les connectivités fonctionnelles des
réseaux neuronaux au sein du cortex péritumoral mais également a distance de celui-ci,
participant a I’épileptogénicité de ces tumeurs (van Breemen et al. 2007; Pallud et al. 2019).
Les mécanismes de 1’épileptogenese semblent sensiblement différents en ce qui concerne les
gliomes de haut grade qui se caractérisent par une croissance rapide associée a une

néoangiogenese anarchique pouvant étre a I’origine d’agressions tissulaires aigués, telles des
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hémorragies ou de la nécrose, qui concourent a 1’épileptogenése (van Breemen et al. 2007,
Pallud et al. 2013). Par ailleurs, la barriére hémato-encéphalique de ces néo-vaisseaux pourrait
étre perméable a des molécules pro-épileptogenes (IgG et albumine notamment) ainsi que des
¢léments du systéme immunitaire.

Néanmoins, les propriétés intrinséques de la tumeur et les modifications qu’elle induit dans le

cortex péritumoral ne peuvent expliquer a elles seules la survenue d’une épilepsie.

Cx1

Figure 6 — Les activités interictales sont générées dans le cortex infiltré par des cellules
gliomateuses, d'aprés Pallud et al. 2014. (A) Exemple d’un gliome de bas grade du lobe
pariétal gauche. Les échantillons de tissu ont été prélevés au sein de la tumeur (Tu) et dans le
néocortex (Cx) dépourvu d’infiltration tumorale macroscopique. Dans les zones sans
anomalies visibles (Cx), seule une infiltration par des cellules gliomateuses a été détectée
(coloration hématoxyline et éosine HES, x 200). L’infiltration tumorale était évidente dans les
zones avec des anomalies visible a ’imagerie (Tu, HES, x 200). (B) Enregistrements
extracellulaires de IID a partir d’une tranche contenant du tissu tumoral et du cortex adjacent
infiltré. Localisation des électrodes : Cx1, couche superficielle du néocortex ; Cx2 couche
intermédiaire du néocortex ; Tu tissu tumoral. Ctrl correspond a un enregistrement de
néocortex non infiltré dans un tissu contrdle issu d’un autre échantillon de tumeur.
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1.2.2.3. Perturbation des propriétés neuronales intrinseéques, de I’excitabilit¢ des canaux

ioniques

Des changements affectant les neurones vont également avoir un role dans 1’épileptogenése. Le
cortex péritumoral va ainsi étre le lieu de migrations neuronales aberrantes, de modifications
des vésicules synaptiques et des communications intercellulaires par le biais d’une
augmentation de ’expression de jonctions communicantes ou encore de la persistance de
neurones dans la substance blanche (van Breemen et al. 2007).

L’expression de co-transporteurs ioniques est perturbée a la surface des neurones pyramidaux
péritumoraux : I’expression du co-transporteur Na*/K*/2Cl- 1 (NKCC1) qui assure un influx
simultané de 1 Na*, 1 K, et 2 CI- guidé par le gradient électrochimique du sodium (Na*) est
augmentée tandis que celle du co-transporteur K*/Cl- 2 (KCC2) qui permet un efflux conjoint
des ions chlore (CI) et potassium (K*) sous I’influence du gradient électrochimique du K* est
diminuée. Ces perturbations vont conduire a une modification du potentiel d’inversion du
GABA (EcaBa) que nous détaillerons dans les paragraphes suivants (De Groot et al. 2012).
Les micro- et macro-hémorragies au sein de la tumeur pourraient entrainer une augmentation
des concentrations extracellulaires en fer (Fe’") responsable d’une altération de la membrane
neuronale. Celle-ci pourrait modifier le potentiel membranaire des neurones. Les
concentrations extracellulaires en magnésium (Mg?*) et en calcium (Ca?") pourraient également
étre affectées du fait de I’cedéme et des hémorragies. La baisse des niveaux de Mg?* conduit a
des décharges épileptiformes spontanées (De Groot et al. 2012). Les modifications structurelles
et fonctionnelles affectant le cortex péritumoral altérent la connectivité fonctionnelle.
L’altération de la perméabilité membranaire aux ions perturbe directement les propriétés
fonctionnelles des réseaux neuronaux. Le blocage des récepteurs GABA va ainsi modifier
I’activité cérébrale dans la bande théta (De Groot et al. 2012).

L’activation de la voie de signalisation intracellulaire mTOR a été impliquée aussi bien dans
I’oncogenese et la progression tumorale que dans 1’épileptogenese. Il a ainsi ét¢ montré que
I’activité neuronale provoque la prolifération des progéniteurs des cellules gliomateuses via
I’activation de la voie mTOR. Il est donc probable que la croissance tumorale conduise a
I’épileptogenese et que, de maniere réciproque, 1’activité des neurones péritumoraux favorise

la prolifération tumorale (Pallud et al. 2019).
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1.2.2.4. Perturbations des connexions synaptiques

Transmission glutamatergique :

L’homéostasie du glutamate dans le milieu extracellulaire est fortement altérée au sein de la
tumeur et du cortex péritumoral : des concentrations plus de 100 fois supérieures a la normale
(> 100 uM) ont été¢ mesurées dans le cortex péritumoral (Marcus et al. 2010). L’¢élévation des
concentrations en glutamate conduit a une excitabilité neuronale excessive, ce qui favorise la
survenue de décharges épileptiques synchrones des neurones pyramidaux.

Différents mécanismes sous-tendent cette perturbation (Fig. 7). Tout d’abord les cellules
tumorales sont dépourvues des transporteurs d’acides aminés dépendant du Na*, EAAT 1 et 2,
ce qui conduit a une diminution de la capture du glutamate par celles-ci. En revanche, elles
expriment fortement le transporteur Xc cystine-glutamate, entrainant une libération massive de
glutamate en échange de I’incorporation de cystine. La cystine est ensuite métabolisée en
cystéine au sein des cellules gliomateuses, puis utilisée pour la synthése d’un puissant
antioxydant : le glutathion. Ce dernier confére alors a la cellule tumorale une résistance aux
radicaux libres et favorise donc sa survie et I’expansion de la tumeur (Robert et al. 2014; Pallud
et al. 2019). De surcroit, les astrocytes et la microglie activée dans le cortex péritumoral
présentent le méme défaut de clairance du glutamate : baisse de capture et augmentation de
libération (Pallud et al. 2013; Pallud et al. 2019). En effet, I’expression des transporteurs
EAATI1 et EAAT2 est fortement diminuée a leur surface, contribuant a 1’augmentation des
concentrations extracellulaires en glutamate. Les perturbations touchant la voie de signalisation
de I’adénosine pourraient également impacter indirectement la libération de glutamate.
L’¢équilibre entre I’ATP et I’adénosine au sein des cellules dépend de 1’activité de 1’adénosine
kinase dont I’expression est diminuée dans les cellules gliomateuses. L’ ATP est ensuite libérée
dans I’espace extracellulaire au travers des pannexines, dont la présence serait elle-méme
réduite a la surface des cellules tumorales. Il en résulte donc une diminution des concentrations
en adénosine extracellulaire, ce qui réduit I’activation des récepteurs présynaptiques Al de

I’adénosine et augmente donc la libération du glutamate par les neurones (Pallud et al. 2013).
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Figure 7 — La signalisation glutamatergique favorise 1'oncogenése et 1'épileptogenese,
d'apres Huberfeld et al. 2016. Dans le cortex cérébral, une cellule gliomateuse infiltrante libére
du glutamate via le transporteur Xc cystine-glutamate en échange de la cystine, qui est
transformée en cystéine. La cystéine permet la synthése du glutathion, un puissant antioxydant,
qui protege la cellule gliomateuse. Les concentrations extracellulaires en glutamate augmentent
du fait de la diminution de la capture par les astrocytes dont les transporteurs EAAT 1 et EAAT
2 sont altérés. Le glutamate en exceés dans la fente synaptique active les récepteurs post-
synaptiques NMDA et AMPA, conduisant a une dépolarisation et a une excitation qui
favorisent les décharges épileptiques. L influx post-synaptique de Ca®* contribue également a
I’excitotoxicité, qui induit une mort neuronale et libére de I’espace pour la croissance de la
tumeur. Le glutamate ambiant se lie et active les récepteurs NMDA, AMPA ainsi que les
récepteurs métabotropiques au glutamate sur les cellules gliomateuses. Le Ca?" intracellulaire
active des voies de signalisation qui promeuvent la croissance cellulaire, la prolifération et la
migration.

Parall¢lement aux perturbations de ’homéostasie du glutamate, les mutations retrouvées sur les
genes IDH des gliomes — 70 a 80% des gliomes de bas grade — conduisent a la métabolisation
de I’isocitrate en D-2-hydroxyglutarate (D2HG) au lieu de I’a-ketoglutarate. Dés lors, le D2HG
s’accumule dans les cellules gliomateuses ainsi que dans I’espace extracellulaire, ou il agirait
comme agoniste des récepteurs au glutamate du fait de son analogie strique avec ce dernier
(Huberfeld et Vecht 2016). Ceci pourrait expliquer pourquoi le risque de développer des crises
épileptiques est plus important lorsqu’une mutation IDH est mise en évidence dans les gliomes

de bas grade.
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I1 est a noter que le transporteur Xc cystine-glutamate semble étre davantage exprimé dans les
gliomes de haut grade IDH-sauvages que dans les gliomes de bas grade IDH-mutés (Serensen
et al. 2018). Ceci suggere que ’épileptogénicité médiée par le glutamate serait issue d’un
processus différent dans les gliomes de haut grade que dans les gliomes de bas grade. Dans le
premier cas, elle serait médiée par la libération de glutamate par les cellules gliomateuses au
travers du transporteur Xc cystine-glutamate alors qu’elle serait liée a I’accumulation de D2HG
dans I’espace extracellulaire dans le second. La surexpression du transporteur Xc cystine-
glutamate est ¢galement associée a 1I’épilepsie mais avec un moins bon pronostic contrairement

a la mutation IDH (Pallud et McKhann 2019).

Dans le cortex péritumoral, I’activation des récepteurs de I’acide a-amino-3-hydroxy-5-
méthyl-4-isoxazolepropionique (AMPA) et N-méthyl-D-aspartate (NMDA) par le glutamate
présent en excés dans le milieu extracellulaire entraine un influx de Na* et de Ca** dans le
neurone post-synaptique responsable d’une hyperexcitabilité des neurones facilitant une
synchronisation pathologique des neurones pyramidaux, d’une plasticité excitatrice favorisant
la survenue d’activités épileptiques, et d’une excitotoxicité aboutissant & une mort neuronale
permettant I’expansion de la tumeur. Au sein de la tumeur, le glutamate agit comme un « facteur
de croissance tumoral ». En effet I’activation des récepteurs AMPA, NMDA et des récepteurs
métabotropiques au glutamate a la surface des cellules gliomateuses promeut leur prolifération,

leur motilité et donc I’infiltration des tissus environnants (Huberfeld et Vecht 2016).

Plus récemment, il a ét¢é montré que ’activité neuronale régule la croissance des gliomes de
haut grade, porteurs ou non de la mutation IDH, via la libération de neuroligine-3 (NLGN3) et
la transmission glutamatergique. La NLGN3 promeut I’expression de génes synaptiques par la
tumeur dont ceux des récepteurs au glutamate et des protéines de structure post-synaptiques. 11
a ¢été montré sur des xénogreffes de cellules de glioblastomes qu’environ 10 % des cellules
gliomateuses présentent des synapses fonctionnelles, comparables a celles retrouvées sur les
précurseurs des cellules oligodendrogliales normales, dont la formation est médiée par la
NLGN3. Elles sont retrouvées dans le cortex péritumoral infiltré par les cellules tumorales entre
un neurone présynaptique et une cellule gliomateuse post-synaptique et présentent toutes les
caractéristiques de synapses glutamatergiques en microscopie €lectronique. Elles se situent a
I’interface entre un microtube tumoral et un neurone. Les microtubes tumoraux sont des
processus des cellules gliomateuses dont I’expansion est guidée par des voies de signalisation

cellulaire impliquées dans le neurodéveloppement et la neuroplasticité. Ils ont un réle crucial
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dans I’invasion et la prolifération tumorale et sont impliqués dans la formation d’un réseau de
communication fonctionnelle entre les cellules tumorales d’une part ainsi qu’entre la tumeur et
les neurones d’autre part. La communication synaptique s’effectue, quant a elle, au travers de
récepteurs AMPA présents a la surface des cellules tumorales post-synaptiques. La particularité
de ces récepteurs dépourvus de sous-unité GluA2 fonctionnelle est qu’ils sont perméables au
Ca®". Les enregistrements en patch-clamp révélent des potentiels post-synaptiques excitateurs
confirmant le caractere fonctionnel de ces synapses. Néanmoins, aucun potentiel d’action ne
peut étre enregistré au sein du réseau tumoral ce qui confirme le caractére non excitable des
cellules gliomateuses. Par ailleurs, 1’activation des récepteurs AMPA par les décharges
neuronales déclenche des vagues calciques au sein des cellules gliomateuses qui favorisent la
croissance et l’invasion tumorale, soulignant I’intrication des processus épileptiques et
oncologiques (Venkatesh et al. 2019; Venkataramani et al. 2019). Dés lors, une activité
neuronale excessive telle qu’elle survient au moment des crises d’épilepsie pourrait stimuler la
prolifération tumorale. Tantillo et al. ont ainsi montré sur un modeéle murin que ’activation par
optogénétique des cellules pyramidales favorisait la croissance tumorale tandis que celle des
interneurones a parvalbumine I’inhibait. Ils ont ensuite implanté des cellules tumorales dans le
cortex visuel primaire afin de controler I’activation des neurones excitateurs et inhibiteurs grace
a des stimuli sensoriels. De maniére étonnante, la densité de prolifération des cellules tumorales
a été accrue chez les animaux maintenus dans I’obscurité, alors qu’elle a été réduite chez ceux
qui ont regu des stimuli visuels. Ces résultats suggérent une régulation bidirectionnelle de la
croissance tumorale par les stimuli sensoriels afférents dans ce modele murin. Dans la suite de
I’¢tude, ils ont implanté les cellules tumorales dans le cortex moteur en maintenant les
différentes conditions de stimulation sensorielle. Dans cette expérience, la prolifération
tumorale a été identique, que les animaux soient maintenus dans 1’obscurité ou exposés a des
conditions de luminosité standard, montrant ainsi que I’effet des stimuli sensoriels sur la
croissance tumorale est région-dépendante. Les auteurs émettent 1’hypothése d’une libération
significative de GABA par la stimulation visuelle qui supplanterait les effets de la signalisation
glutamatergique. Ces données montrent la complexité des effets liés a 1’activation des
différentes populations de neurones dans la régulation de la prolifération tumorale (Tantillo et

al. 2020).
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Transmission GABAergique :

La transmission GABAergique est également directement et positivement impliquée dans
I’émergence des activités ¢épileptiques notamment en raison de la perturbation des
concentrations en Cl" dans les neurones pyramidaux péritumoraux a l’origine des effets
dépolarisants de 1’acide y-aminobutyrique (GABA) (Fig. 8).

Diverses modifications intra- et péri-tumorales sont a 1’origine d’un affaiblissement de la
transmission inhibitrice GABAergique dans le cortex péritumoral, bien que la concentration en
GABA Yy soit plus importante qu’au sein de la tumeur. Tout d’abord, le glutamate, présent en
exces, régule négativement ’expression des récepteurs GABAa tant sur les neurones
pyramidaux que sur les astrocytes a proximité¢ de la tumeur. On observe également une
diminution du nombre d’interneurones GABAergiques et de synapses inhibitrices sur les
neurones pyramidaux dans le cortex péritumoral conduisant a une diminution de la signalisation
GABAergique inhibitrice (Pallud et al. 2013; Huberfeld et Vecht 2016).

De plus, la perturbation de ’homéostasie du CI intracellulaire dans le cortex péritumoral
perturbe les réponses neuronales au GABA. Dans les neurones matures sains, le CI est
maintenu a de faibles concentrations grace a 1’activité du co-transporteur KCC2 qui permet un
efflux conjoint des ions CI- et K* sous I’influence du gradient électrochimique du K* et a la
répression du co-transporteur NKCC1 qui assure un influx simultané de 1 Na*, 1 K*, et 2 CI
guidé par le gradient électrochimique du Na®. En libérant le CI, I’activité de KCC2 permet de
maintenir Ecapa a des niveaux plus négatifs que le potentiel membranaire de repos. Dans ces
conditions, I’activation des récepteurs GABA au potentiel de repos provoque une entrée de CI°
dans le neurone en suivant son gradient €lectrochimique, ce qui hyperpolarise la cellule et
inhibe D’activit¢ neuronale. L’efficacité de la transmission GABAergique inhibitrice est
conditionnée par 1’équilibre finement régulé¢ entre les activités de NKCC1 et KCC2.
L’augmentation du rapport NKCC1/KCC2 est responsable des effets dépolarisants du GABA
au cours du développement normal. Ces modifications sont également retrouvées dans certaines
situations pathologiques, notamment dans 1’épilepsie. Dans les gliomes diffus, ’homéostasie
des ions Cl" est perturbée dans plus de la moiti¢ des neurones du cortex péritumoral (Pallud et
al. 2014). En effet, leur concentration intracellulaire est majorée en raison d’une perturbation
d’expression des co-transporteurs. La diminution d’expression de KCC2 et la réduction des
capacités de libération du Cl" conduit a un déplacement du Egasa vers des potentiels plus
positifs que le potentiel membranaire de repos. En conséquence, I’activation du récepteur
GABAA tend a faire sortir les anions CI du neurone et donc a le dépolariser, allant jusqu’a créer

une excitation, si le seuil d’ouverture des canaux Na® voltage-dépendant est atteint, et a
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I’émission d’un potentiel d’action (Pallud et al. 2013; Pallud et al. 2014; Di Angelantonio et al.
2014; MacKenzie et al. 2016).
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Figure 8 — La dysrégulation du chlore intracellulaire et ses conséquences sur la
transmission GABAergique favorisent I’oncogenése et I’épileptogenése, d'aprés Huberfeld
etal. 2016. Les cellules gliomateuses accumulent le Cl™ intracellulaire du fait de I’augmentation
d’expression du co-transporteur Na*/K*/Cl- NKCC1, qui est régulé par phosphorylation sous la
dépendance de la kinase WNK3. Avant la mitose, le CI est libéré au travers du canal chlore 3
(CIC3) et I’eau au travers du canal hydrique aquaporine 4 (AQP4). La mitose est ensuite
déclenchée par I’activation des récepteurs de 1’acide o-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-
isoxazolepropionique (AMPA) qui conduit & une activation des protéines kinases Ca®'-
calmoduline dépendantes (CaMK). Il en résulte une contraction cellulaire qui est nécessaire a
la division et la migration cellulaires. La libération de 1’acide y-aminobutirique (GABA) par les
interneurones dépolarise les cellules gliomateuses grace a I’efflux de CI', ce qui entraine un
influx de Ca*" et altére les mécanismes Ca?’-dépendants, bloquant ainsi la prolifération et la
migration. L activation de la microglie en réponse a la tumeur entraine une libération du brain-
derived neurotrophic factor (BDNF) qui contribue a la dysrégulation du CI" dans les cellules
pyramidales. Dans ces cellules, 1I’expression du co-transporteur K*/CI- 2 (KCC2) est diminuée
et celle de NKCC1 est augmentée. L’augmentation du CI intracellulaire génére un efflux
dépolarisant de Cl en réponse a I’activation des récepteurs GABAA, ce qui peut conduit a des
décharges épileptiques.
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L’expression des co-transporteurs est étroitement régulée par leur niveau de phosphorylation.
MacKenzie et al. ont montré que la phosphorylation de KCC2 sur le résidu sérine 940 (Ser940)
est essentielle pour sa stabilité a la surface de la cellule et son efficacité. La déphosphorylation
de Ser940 en réponse a des concentrations pathologiques en glutamate dans le milieu
extracellulaire péritumoral, entraine une baisse de son expression et un effondrement du
gradient du Cl° dans un modéle murin xénogreffé avec des cellules gliales tumorales. La
conséquence directe de ces altérations est la genese d’activités épileptiformes spontanées
(MacKenzie et al. 2016). En revanche, les résultats de 1’étude de I’équipe de Di Angelantonio
sur des co-cultures de neurones murins hippocampiques et de cellules gliomateuses humaines
suggerent que la dépolarisation de Ecasa et la perturbation de I’homéostasie du Cl- seraient
sous-tendues par un dysfonctionnement de KCC2 li¢ a sa phosphorylation. En effet, la
libération du glutamate par les cellules gliomateuses activerait les récepteurs glutamatergiques,
AMPA et NMDA, entrainant une élévation des concentrations intracellulaires en zinc qui
réduirait ainsi 1’activation de KCC2 via D’activation de la voie Src/TrkB. Cette voie de
signalisation aboutissant a la phosphorylation de KCC2 sur des résidus tyrosine. Par ce
mécanisme, la tumeur pourrait diminuer la transmission inhibitrice, entrainant une

hyperexcitabilité et donc des crises épileptiques (Di Angelantonio et al. 2014).

Ces modifications d’expression des co-transporteurs NKCC1 et KCC2, connues dans d’autres
processus de déafférentation, pourraient également étre médic¢es par le BDNF (brain-derived
neurotrophic factor) libéré par les cellules gliomateuses et la microglie activée (Pallud et al.

2013) ainsi que par 1’activation de la voie mTor (de Curtis et al. 2019).

L’expression des co-transporteurs NKCC1 et KCC2 est perturbée de la méme maniere a la
surface des cellules gliomateuses. La mitose, la prolifération et la migration tumorales sont
associées a des modifications du volume cellulaire et de I’osmolalité sous-tendus par les
concentrations en Cl et les flux d’eau. Les concentrations intracellulaires en Cl" sont ainsi
maintenues a des niveaux ¢levés dans les cellules gliomateuses, a plus de 100 mM soit 10 fois
la concentration usuelle, en raison de I’activation du co-transporteur NKCC1, médiée par sa
phosphorylation via WNK3. L’accumulation du CI" en phase inter-mitotique est le prélude a un
fort efflux au travers du canal chlore CIC3, survenant conjointement a celui du K* au travers de
canaux dont KCa3.1 et de I’eau via les aquaporines, entrainant une réduction drastique du
volume cellulaire. Ces processus sont déclenchés par I’entrée de Ca®" au travers des récepteurs

AMPA. La division des cellules tumorales va ensuite permettre leur migration le long des fibres
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nerveuses et des vaisseaux sanguins en facilitant la motilité cellulaire grace a leur adaptation
aux contraintes spatiales imposées par 1I’environnement extracellulaire (Huberfeld et Vecht

2016) (Fig. 8).

Les mécanismes décrits ci-dessus rendent compte des modifications dans le tissu péritumoral
permettant la genése des crises et contribuent a produire des activités bréves interictales,
marqueurs de ’épileptogénicité du tissu. D’autres mécanismes, dits d’ictogenese, sont mis en

jeu lors de la genese des crises.

1.2.2.5. Oscillations a haute fréquence (HFO) et ondes lentes de dépolarisation corticale

Les HFO sont constituées d’activités dans la bande 80 — 600 Hz. Elles sont divisées en deux
sous-groupes : les ripples 80 — 250 Hz et les fast ripples 250 — 600 Hz. Elles sont visibles en
EEG uniquement apres filtration du signal sur des fréquences spécifiques.

De nombreuses études suggerent que les ripples, physiologiques, sous-tendent les processus de
mémorisation au cours du sommeil au sein de I’hippocampe. Elles seraient le reflet des
potentiels post-synaptiques inhibiteurs générés par les neurones pyramidaux en réponse a la
libération de GABA par les interneurones et seraient donc liées aux variations du Cl. Elles
reposeraient donc principalement sur la transmission GABAergique et plus particulierement
sur la voie de signalisation du récepteur GABAA. De récentes études suggerent également
I’implication du Ca®" intracellulaire et des jonctions communicantes. (Lévesque et Avoli 2019).
Alors que les fast ripples sont généralement décrites comme pathologiques, des oscillations a
la méme fréquence > 250 Hz sont observées au niveau du cortex somatosensitif des animaux
au sein des fuseaux du sommeil. Elles ont également été¢ observées chez les humains lors de
I’enregistrement du potentiel évoqué N20 au niveau du cortex somatosentif primaire (Curio et
al. 1994). Les mécanismes sous-jacents a leur genése ne sont pas encore clairement ¢lucidés.
Elles pourraient étre le reflet de I’activité de projections thalamocorticales pour la composante
précoce et celui de ’activité des interneurones inhibiteurs sur les cellules pyramidales pour la
composante tardive (Lévesque et Avoli 2019).

Chez les animaux é€pileptiques, les ripples et fast ripples peuvent survenir de maniére isolée ou
associées aux activités interictales. Les fast ripples semblent cependant étroitement liées au
développement d’une ¢épilepsie. FElles sont ainsi détectées sur des enregistrements
¢lectroencéphalographiques de patients €pileptiques mais pas chez des sujets controles, bien

qu’une ¢étude EEG intracranienne en ait enregistrées sur des électrodes situées en dehors de la
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zone ¢€pileptique (Frauscher et al. 2018). Elles représenteraient un bon marqueur du foyer
épileptique et seraient un facteur pronostique en post-opératoire d’une chirurgie d’épilepsie.
Elles dépendraient moins des interneurones que les ripples : elles persistent en effet aprés
I’interruption de la transmission inhibitrice. Elles refléteraient davantage 1’activités de groupes
de neurones pyramidaux déchargeant en décalage de phase et donc de la transmission
glutamatergique (Lévesque et Avoli 2019; Cepeda et al. 2020).

La premicre étude portant sur les HFO au cours du développement de I’épilepsie a été réalisée
sur des rats apres injection intrahippocampique d’acide kainique. Les HFO sont apparues dans
le gyrus denté ispsilatéral a 1’injection avant la survenue de crises spontanées, suggérant
I’implication de troubles neuronaux associés aux HFO pathologiques dans I’épileptogenése.
Elles apparaissent précocement au cours de la phase de latence entre I’agression cérébrale et
I’apparition des premigres crises €pileptiques. Leur détection pourrait donc permettre de prédire
la survenue d’une épilepsie chez les patients ayant subi une agression cérébrale. Les HFO
pourraient également étre utilisées comme marqueur pour le suivi des patients €pileptiques mais
nécessitent pour cela d’étre davantage explorées (Jiruska et al. 2017). Des HFO dans la gamme

des ripples ont été enregistrées sur le cortex péritumoral (Feyissa et al. 2018).

Enfin, des ondes lentes de dépolarisation corticale ont récemment ét¢ mises en évidence dans
un modele murin de glioblastome. Leur potentiel effet pro-inflammatoire pourrait intervenir
dans I’installation progressive d’un état d’hyperexcitabilité dans le cortex péritumoral. Ces
vagues de dépolarisation pathologiques impliquent des influx intracellulaires massifs de Ca®*
médiés en partie par D’activation des récepteurs NMDA. Ces derniers interrompent
transitoirement 1’activité neuronale et perturbe la fréquence de décharges dans les neurones en
phase de récupération. Les ondes lentes de dépolarisation corticale pourraient étre a 1’origine
de certains symptdmes neurologiques transitoires, tels que les syndromes confusionnels, les

déficits moteurs ou les céphalées, chez les patients présentant un gliome (Hatcher et al. 2020).

1.2.2.6. Perturbations gliales astrocytaires

Nous avons déja évoqué la baisse d’expression des transporteurs EAAT1 et EAAT? a la surface
des astrocytes impliquée dans un défaut de clairance du glutamate.

Le tampon potassique est également perturbé dans le cortex péritumoral. En effet, dans un tissu
neuronal sain, les concentrations extracellulaires en potassium sont maintenues a un faible

niveau grace aux canaux Kir 4.1 astrocytaires qui permettent une capture des ions K™ libérés

34



par les cellules pyramidales au travers du co-transporteur KCC2 (Olsen et al. 2008) et lors des
potentiels d’action neuronaux. Dans le cortex péritumoral, les astrocytes n’expriment plus Kir
4.1, ce qui conduit a une augmentation des concentrations extracellulaires en K*. Combinée a
d’autres perturbations comme 1’alcalinisation du cortex péritumoral et le dysfonctionnement
des jonctions communicantes astrocytaires, elle pourrait conduire a une hyperexcitabilité
neuronale et favoriser 1’épileptogenése (Pallud et al. 2019). Le couplage des astrocytes du
cortex péritumoral est ainsi augmenté par le biais des jonctions communicantes, notamment la
connexine 43 dont D’expression est elle-méme fortement augmentée. Il contribue a
I’hypersynchronisation des décharges neuronales au niveau du foyer épileptique (De Groot et

al. 2012).

1.2.2.7. Autres (angiogenese, microglie, immunité)

L’angiogeneése intratumorale est imparfaite, il en résulte une diminution de la perfusion associée
a une diminution du métabolisme au sein de la tumeur. Ces perturbations conduisent a des
phénomenes hypoxiques transitoires et chroniques tant au sein de la tumeur que des régions
péritumorales entrainant des modifications du pH de 1’espace extracellulaire, et altérant les
cellules gliales (van Breemen et al. 2007). La conséquence ultime de ces déreglements est une
augmentation de ’excitabilit¢ neuronale et donc potentiellement le développement d’une
épilepsie.

Ces néovaisseaux défectueux conduisent par ailleurs a des altérations au niveau de la barriere
hémato-encéphalique qui devient perméable et expose le tissu cérébral a des €léments pro-
épileptogénes du sérum : glutamate, fibrinogéne, albumine, ou encore VEGF (vascular
endothelial growth factor). Le VEGF peut conduire a de I’cedéme. Il peut également altérer la
perméabilité des jonctions communicantes. Le glutamate qui s’extravase des néovaisseaux
vient augmenter encore les concentrations extracellulaires, déja élevées du fait de sa libération
excessive par la tumeur et les neurones péritumoraux (Fig. 7). L’albumine est, quant a elle,
captée par les astrocytes périvasculaires. Son accumulation dans ces cellules est a I’origine de
la baisse d’expression des canaux potassiques a rectification entrante Kir 4.1 et donc de la
réduction du tampon potassique extracellulaire. De plus, le fibrinogeéne et 1’albumine vont
contribuer a ’apparition d’une gliose réactionnelle conduisant 1a encore a une altération de la
clairance du K* et du glutamate qui favorise une hyperexcitabilité du réseau neuronal avoisinant
(Pallud, et al. 2013; Olsen et al. 2008). Enfin, les immunoglobulines pourraient également

perturbé le fonctionnement neuronal (Pallud et al. 2013).
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Les cellules gliomateuses recrutent les cellules non tumorales : astrocytes, microglie, cellules
du stroma. Elles leur prodiguent des ressources et un avantage en termes de croissance, ce qui
favorise la progression tumorale. En activant et attirant la microglie avoisinante, les cellules
gliomateuses vont également augmenter leurs capacités de migration (Pallud et al. 2013).
Hatcher et al. ont récemment montré que I’infiltration microgliale dans le néocortex coincide
avec le début de I’invasion tumorale. Elle augmente ensuite réguliérement au cours de
I’épileptogenese dans des régions proches mais aussi dans des régions ¢loignées de la tumeur

(Hatcher et al. 2020).

1.2.3. Mécanismes d’ictogenése

L’ictogeneése correspond aux processus de développement d’une crise d’épilepsie (ou décharge
ictale) sur un tissu préalablement remanié. Les crises correspondent a une décharge prolongée,
excessive et hypersynchrone d’une population de neurones. Elles durent plusieurs secondes,
voire minutes, et sont généralement associées a des manifestations cliniques, la décharge
affectant le fonctionnement cérébral. Les périodes inter-critiques sont caractérisées par la
présence de bréves décharges neuronales synchrones durant quelques dizaines a quelques
centaines de millisecondes, les activités inter-ictales, sans expression clinique évidente méme
si leur accumulation perturbe les fonctions cognitives (Lambert et al. 2020). Ces activités
consistent en des grapho-éléments épileptiques isolés ou en bréves salves : pointes, pointes-
ondes, ou encore poly-pointes-ondes. Les activités ictales sont plus complexes : elle présentent
une organisation temporo-spatiale caractéristique (Fig. 9). Elles sont généralement initiées soit
par des activités pré-ictales soit par une seule déflection lente, désignée également sous le terme
de « pointe sentinelle », suivies d’une décharge d’activités rapides de bas voltage de durée
variable. Elles s’achévent par une phase d’activités plus lentes et rythmiques, hypersynchrones.
L’identification de différentes aires impliquées dans 1’avénement d’une crise a été permise par
le développement de la chirurgie de 1’épilepsie : le foyer épileptique responsable de la genése
des crises, la zone de départ de la crise au sein de laquelle la crise s’initie et se propage dans
d’autres aires qui produisent les symptomes cliniques, et enfin la zone irritative qui produit les
activités inter-ictales, généralement plus étendue que le foyer épileptique. Les activités
épileptiques inter-critiques et critiques émergeraient donc de régions cérébrales distinctes,
impliquant possiblement des populations neuronales et des voies de signalisation différentes

(Blauwblomme et al. 2014).
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In vitro, les tissus humains péritumoraux peuvent générer spontanément des activités
épileptiques interictales. En revanche, les crises ne peuvent y étre induites qu’en augmentant
pharmacologiquement 1’excitabilité, la phase de transition vers la crise se caractérisant par
I’émergence progressive de décharges pré-ictales qui déclenchent ensuite la crise. Il est donc
possible que les mécanismes d’ictogenese soient altérés in vitro (Blauwblomme et al. 2014; de

la Prida et Huberfeld 2019).

1.2.3.1. Neurotransmission et genése des crises épileptiques

Au sein des foyers épileptiques, les réseaux neuronaux sont organisés en groupe de neurones
épileptiques interconnectés de maniere pathologique. Leur activité anormale semble générer les
événements inter-ictaux, les oscillations a haute fréquence et les crises. Au moment de la
transition vers la crise, ces groupes vont interagir pour générer des activités ictales. Des
mécanismes vont étre mis en jeu a la fois au niveau local mais aussi de maniére plus étendue
au cours de cette phase. Ils vont également pouvoir varier et donc créer des profils

¢lectrophysiologiques différents a 1’initiation de la crise (Blauwblomme et al. 2014).

Mise en jeu de la transmission glutamatergique

Les décharges inter-ictales (IID) spontanées témoignent de 1’épileptogénicité du tissu. Elles
surviennent dans les premiers stades de 1’épileptogenése et précéde donc largement la survenue
des premieres crises. Elles favorisent la croissance des prolongements axonaux et induisent des
réarrangements moléculaires ainsi que des modifications d’expression de canaux ioniques
(Chvojka et al. 2019). Leur présence sur un ¢électroencéphalogramme est un argument pour
diagnostiquer une épilepsie. Leur distribution spatiale permet de localiser le foyer épileptique,
et de définir plus précisément la zone d’exérése chez les patients candidats a une chirurgie
(Chvojka et al. 2019). Elles sont fréquentes, bréves (quelques dizaines de millisecondes) et
généralement de faible amplitude (quelques dizaines de microvolts) (Fig. 9A).

Pallud et coll. ont montré sur des tranches aigués de cortex prélevées a partir de la marge de
sécurité prévue au cours de la résection neurochirurgicale de gliomes que les IID sont initiées
par les interneurones qui dépolarisent une partie de la population des neurones pyramidaux (de
40 a 60%) du fait des effets dépolarisants du GABA (Pallud et al. 2014; de la Prida et Huberfeld
2019). Ceux-ci sont liés aux perturbations de I’homéostasie du CI" que nous avons détaillées
précédemment. Les neurones pyramidaux, dont les concentrations en Cl° sont perturbées,

déchargent donc pendant les IID sans en étre a I’origine. Par ailleurs, les IID sont associées a
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une ¢lévation modérée du K* extracellulaire, du fait de I’activation du co-transporteur KCC2,

qui pourrait étre 1’élément déclenchant de la transition vers la crise.
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Figure 9 — Activités épileptiques in vitro. (A) Activités inter-ictales spontanées enregistrées
en condition de LCR artificiel physiologique, (B) Activités pré-ictales enregistrées en
condition de LCR artificiel ictogénique Mg?* OmM, K* 7mM, (C) Exemple de décharge ictale
enregistrée en condition de LCR artificiel ictogénique Mg?" 0mM, K™ 8mM.

La transmission glutamatergique intervient également dans la genése des IID et la
synchronisation des cellules pyramidales. En effet, I’application d’antagonistes des récepteur
AMPA supprime les IID. Cependant, d’autres études ont montré que les IID pouvaient avoir
un effet antiépileptique, notamment dans des études réalisées sur des préparations portant sur
le systéme limbique, par controle des réseaux de déclenchement des crises (Avoli et Barbarosie
1999). L’existence de différents types de décharges inter-critiques, impliquant des réseaux
neuronaux, des cellules et des voies de signalisation distincts, pourrait expliquer ces différentes

propriétés. De nombreux travaux, dont les résultats sont contradictoires, ont également étudié
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la fréquence des IID avant la crise : certaines €tudes ont montré une augmentation de leur
fréquence, tandis que d’autres ont au contraire montré une diminution ou une absence de

changement de fréquence (Chvojka et al. 2019).

Les décharges pré-ictales (PID) apparaissent in vitro progressivement au cours d’une période
de transition vers la crise de plusieurs minutes a plusieurs dizaines de minutes et vont
déclencher la crise sur les tranches aigués de cortex prélevées chez des patients atteints de
gliomes (Fig. 9B) (Huberfeld et al. 2011; Pallud et al. 2014). Leur dynamique in vivo reste
inconnue. Elles se caractérisent par des potentiels de champ de grande amplitude, entre 150 et
200 nV, d’une durée similaire a celle des IID, et qui coexistent avec ces dernicres. Lors de cette
phase de transition, I’amplitude des PID augmente tandis que celle des IID demeure constante.
Les réseaux neuronaux et les voies de signalisation nécessaires a leur genése sont distincts de
ceux des IID. Elles impliquent un nombre plus important de neurones et se propagent plus
rapidement que les IID mais sur des zones plus restreintes, limitées a une dizaine de millimetres
autour du site d’initiation des crises (Blauwblomme et al. 2014; de la Prida et Huberfeld 2019).
Alors que la majorité¢ des neurones pyramidaux sont silencieux lors des IID, ils déchargent
intensément lors des PID et en sont a I’origine. La transmission GABAergique est nettement
moins impliquée dans leur formation. En effet, 1’utilisation d’antagonistes des récepteurs
GABA, bicuculline ou picrotoxine, supprime les IID mais n’a pas d’effet sur les PID. De
méme, les voies glutamatergiques empruntées semblent différentes. L’émergence des PID
dépend d’une phase initiale de plasticit¢ des synapses excitatrices NMDA-dépendante. En
revanche, une fois établies, 1’utilisation d’antagonistes des récepteurs NMDA n’a plus d’effet
sur les PID, suggérant une implication transitoire de cette voie. Par la suite, la signalisation
excitatrice AMPA est prédominante : les antagonistes des récepteurs AMPA interrompent les
PID ainsi que les crises (Huberfeld et al. 2011). Enfin, dans les secondes précédant les
décharges ictales (ID), les PID s’organisent en clusters a I’origine d’une intense activité¢ des
cellules pyramidales qui se synchronisent et mettent secondairement en jeu les interneurones

(Blauwblomme et al. 2014).

Au début de la crise, les interneurones déchargent a haute fréquence, tandis que les neurones
pyramidaux déchargent souvent de maniére éparse ou décalée. Cette phase se traduit par une
activité initiale désynchronisée, rapide et de faible amplitude. Elle se poursuit par des bouffées

d’activités rythmiques, plus amples et de faible fréquence, trés synchrones (Fig. 9C).
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L’initiation des décharges ictales nécessite 1’intégrit¢ des signalisations glutamatergique,

AMPA et NMDA, et GABAergique dépolarisantes (Huberfeld et al. 2011).

Mise en jeu de la transmission GABAergique

Dans des conditions normales, les interneurones exercent un controle inhibiteur sur une
population locale de neurones grace a des synapses GABAergiques efficientes. Ils devraient
donc avoir un effet anti-épileptique. Les antagonistes des récepteurs GABAA ont ainsi des
propriétés ictogéniques chez les patients qu’ils soient épileptiques ou non. /n vitro, des 11D
peuvent étre générées en bloquant ces récepteurs, sans toutefois aboutir a des décharges ictales

(Blauwblomme et al. 2014).

A ce jour, il n’existe pas de consensus concernant le role de la transmission inhibitrice lors des
crises. Il est indubitablement complexe et les processus mis en jeu pourraient étre multiples. Il
existe par exemple différents profils de crises, chacun d’entre eux pourrait impliquer des voies
de signalisation ainsi que des réseaux neuronaux différents. Dans le néocortex humain, le profil
le plus classique est celui débutant par une phase d’activités rapides de faible voltage.
Néanmoins, un autre profil avec une hypersynchronisation initiale est observé, principalement
chez les patients présentant une épilepsie temporale mésiale : la crise débute alors par des
activités rythmiques de grande amplitude a une fréquence de 0,5 a 2 Hz. Enfin, le profil de
crises peut évoluer au cours du temps chez un méme patient, ce qui complexifie encore I’étude
de I’ictogenese. Il est donc probable que 1’hétérogénéité morphologique des crises refléte

I’hétérogénéité des mécanismes sous-jacents (Weiss et al. 2019).

L’¢épileptogenese modifie drastiquement la fonctionnalité de la signalisation GABAergique
portée par les interneurones : une partie d’entre eux meurent, les interneurones restants voient
au contraire leurs projections axonales se ramifier pour atteindre de nouvelles cibles
(Blauwblomme et al. 2014). 11 existe globalement un affaiblissement de 1’inhibition portée par
les interneurones mais ces derniers semblent, paradoxalement, positivement impliqués dans le
déclenchement des activités épileptiques. Ils sont a I’origine des IID en excitant les cellules
pyramidales via les effets dépolarisants du GABA, phénoméne identifié dans les épilepsies
temporales avec sclérose hippocampique (Cohen et al. 2002), le cortex péritumoral (Pallud et
al. 2014) et les dysplasies corticales focales (Blauwblomme et al. 2019). IlIs déchargent
¢galement a haute fréquence lors de la phase d’initiation de la crise, alors que la fréquence de

décharge des neurones pyramidaux est fortement réduite (Derchansky et al. 2008; Gnatkovsky
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et al. 2008). Ces observations initialement faites sur des mod¢les animaux ont été récemment
confirmées in vivo chez des patients présentant une €pilepsie temporale mésiale (Weiss et al.
2019). Ils vont ensuite synchroniser 1’activité des cellules excitatrices en imposant un rebond
de décharge aux neurones pyramidaux aprés un courant synaptique hyperpolarisant transitoire
(Chang et al. 2018). Au travers de ce rebond d’activité, les neurones GABAergiques peuvent
synchroniser une large population de neurones (de Curtis et al. 2019).

Il est possible que ’intense activité des interneurones a I’initiation de la crise soit une réponse
mal adaptée. Elle pourrait avoir pour but initial de restreindre la crise mais conduirait en fait a
une exacerbation de sa sévérité, notamment en raison de [’augmentation critique des
concentrations extracellulaires en K. D’autres études suggérent que les interneurones
pourraient atteindre un plateau de dépolarisation qui pourrait alors conduire & un rebond
d’excitation. Il est probable que les deux phénoménes soient intriqués et meénent ensemble a la
crise (Weiss et al. 2019).

Par ailleurs, au moment des crises, les HFO pathologiques seraient soutenues par les réseaux
neuronaux GABAergiques (Jiruska et al. 2017), ce qui renforce encore I’hypothése que la
perturbation de la transmission GABAergique pourrait étre a I’origine des IID mais également

des ID (de Curtis et al. 2019).

Dans ce contexte, la transmission GABAergique est fortement altérée. Ses effets dépolarisants,
liés a la perturbation de I’homéostasie du CI, génerent les IID et les ID in vitro. En effet, les
effets dépolarisants ou hyperpolarisant du GABA dépendent du flux de Cl- au travers des
récepteurs GABAA post-synaptiques localisés principalement sur les neurones pyramidaux.
Une régulation identique a récemment été identifiée dans les interneurones murins exprimant
la parvalbumine (Otsu et al. 2020). Comme nous 1’avons détaillé précédemment, lorsque la
concentration intracellulaire en Cl- est faible, le GABA entraine un influx de CI" et donc une
hyperpolarisation. Lorsque les concentrations intracellulaires en Cl- augmentent, le potentiel
d’équilibre de I’ion s’¢éléve a des niveaux plus positifs que le potentiel membranaire de repos
des neurones. Dans ces conditions, la stimulation des récepteurs GABAa provoque un efflux
de CI" et donc une dépolarisation qui pourra éventuellement générer un potentiel d’action. Nous
rappelons enfin que les concentrations intracellulaires en Cl sont régulées par 1’activité des co-
transporteurs NKCC1 et KCC2 dont les niveaux d’expression sont fortement perturbés au cours
de I’épileptogenese (Blauwblomme et al. 2014).

Par ailleurs, 1’activité intense des interneurones conduit a une ouverture prolongée des

récepteurs GABA4 entrainant une augmentation de la concentration intracellulaire en CI" dans
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les neurones pyramidaux qui régulent encore correctement cet ion. Si I’influx ne peut étre
rapidement dissipé, le Cl- s’accumule dans la cellule. Il en résulte une modification des
gradients ¢lectrochimiques et des flux ioniques au travers du récepteur GABAA qui pourraient
alors largement dépendre du HCO3". Ces perturbations aboutissent a une dépolarisation des
neurones. Dans le cas des neurones régulant mal le Cl, les effets dépolarisants sont déja
présents et se surajoutent (Blauwblomme et al. 2014).

Neéanmoins, la crise peut se produire dans des tissus animaux non €pileptiques, au sein desquels
la régulation neuronale du CI" est notamment préservée et les synapses GABAergiques
fonctionnelles. Il a ainsi été¢ montré sur des tranches d’hippocampes perfusées par des solutions
contenant de la 4-aminopyridine (4AP) et de faibles concentrations en magnésium (Mg?"),
permettant d’induire des décharges ictales, qu’a la phase initiale, I’inhibition des neurones est
prédominante. Ensuite, lors de la crise en elle-méme, la transmission inhibitrice est réduite au
profit de la transmission excitatrice qui devient prépondérante: a ce moment-la les
interneurones ont atteint une phase de plateau de dépolarisation qui est corrélée a une période
transitoire de blocage des potentiels d’action et donc a un affaiblissement de la transmission
GABAergique. Cette pause dans 1’activité des interneurones favorise le recrutement des
neurones pyramidaux. La transmission glutamatergique, ainsi démasquée, est a 1’origine de la
progression de la crise. Lors de la phase terminale de la crise, les neurones pyramidaux sont a
nouveau contrdlés par les interneurones GABAergiques (Kohling et al. 2016; Librizzi et al.
2017; de Curtis et al. 2019).

Par ailleurs, I’intense activité neuronale, tant des interneurones que des cellules pyramidales,
conduit a une augmentation de concentration de K* extracellulaire qui, si elle excéde 10-13
mM, peut inverser les flux ioniques au travers du co-transporteur KCC2 et contribuer a charger
davantage les cellules en Cl. Cependant lors de la transition vers la crise, les neurones
exprimant le co-transporteur KCC2 tentent de réduire leur concentration en Cl- afin de rétablir
une hyperpolarisation GABAergique. L’équilibre thermodynamique du transporteur est
modifié et ce faisant, les neurones font sortir du K en méme temps que le CI, ce qui contribue
a augmenter I’excitabilité¢ locale et a promouvoir une synchronisation épileptiforme en
dépolarisant les membranes neuronales, en produisant des potentiels d’action ectopiques, en
mettant en résonnance des réseaux neuronaux locaux produisant des oscillations dans la bande
béta-gamma et en dépolarisant le potentiel d’inversion des réponses GABAergiques conduisant
in fine a réduire I’inhibition voire a générer une excitation GABAergique (De Curtis et Avoli
2016). L’ensemble de ces phénomenes semblent se surajouter conduisant a une forte excitation

et a une abolition de I’inhibition (Blauwblomme et al. Huberfeld 2014; De Curtis et Avoli 2016;
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Schevon et al. 2019). Cependant, I’implication respective des différents acteurs et leur
temporalité ne sont pas claires. La levée de répression du co-transporteur NKCC1, chargeant
les neurones en Cl est également en cause : son blocage spécifique par de faibles doses de

bumétanide supprime les activités épileptiques in vitro (IID et ID) (Pallud et al. 2014).

Les effets dépolarisants du GABA semblent donc cruciaux in vitro pour déclencher des activités
¢épileptiques. 11 est cependant possible que les préparations en tranche perturbent les
concentrations intracellulaires en CI', augmentant les effets dépolarisants du GABA (Dzhala et

al. 2012).

Oscillations a haute fréquence

Il est admis que les fast ripples refléteraient 1’activité de réseaux neuronaux dysfonctionnels
(Lévesque et Avoli 2019). Certaines ¢tudes suggerent que les ripples seraient associées aux 11D
tandis que les fast ripples seraient liées aux PID et a D’initiation des crises de type
hypersynchronie. Au sein du subiculum humain épileptique in vitro, les HFO associées aux 11D
et aux PID sont comparables dans leur signature fréquentielle alors qu’elles sont associées a
des potentiels de champ et a un comportant neuronal différents (Alvarado-Rojas et al. 2015).
En ce qui concerne les crises commencant par des activités rapides de bas voltage, les ripples
pourraient survenir au cours d’une période précédant la crise, et coincideraient alors avec la
survenue de la pointe sentinelle, ainsi qu’au cours de la crise en elle-méme. Comme ’activité
des ripples serait sous-tendue par ’activité des interneurones GABAergiques, ces résultats
confirmeraient 1’hypothése de I’implication des interneurones et de la transmission
GABAergique lors de I’initiation et du maintien des crises débutant par des activités rapides de
bas voltage. Weiss ef al. ont quant a eux mis en évidence des fast ripples immédiatement avant
le début de la crise (Weiss et al. 2019; Lévesque et Avoli 2019).

Ces fast ripples pourraient correspondre aux décharges synchronisées de groupes de neurones
interconnectés de maniére pathologique (Weiss et al. 2019) mais la théorie dominante et la plus
plausible repose sur une désynchronisation neuronale (Foffani et al. 2007). Les ripples semblent
ensuite prédominer au cours de la crise en elle-méme, avec une prédominance alors de
potentiels post-synaptiques inhibiteurs. En effet, on rappelle que les interneurones inhibiteurs
déchargent a haute fréquence avant la survenue d’un rebond d’activité des neurones
pyramidaux. Cepeda et al. ont récemment montré, sur des tissus humains ex vivo issus de
I’exérese chirurgicale de Iésions épileptogenes chez des enfants, une association étroite entre

les aires cérébrales présentant des HFO et une augmentation de la fréquence des potentiels post-
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synaptiques inhibiteurs. Ces aires étaient également corrélées avec la présence de neurones
présentant une activit¢ GABAergique de type pacemaker, qui consiste en un profil rythmique
d’activités synaptiques médiées par les récepteurs GABAA qui pourrait étre a 1’origine de
décharges épileptiques rythmiques. Les interneurones GABAergiques localisés dans ces aires
présentaient des signes d’hyperexcitabilité avec une fréquence de décharge augmentée. Ces
résultats soutiennent donc I’hypothése de I’implication de la transmission GABAergique dans

la genese des HFO pathologiques (Cepeda et al. 2020).

1.2.3.2. Mécanismes ioniques

L’augmentation de la concentration extracellulaire en K* est associée aux différents types
d’activités épileptiques in vitro : 1ID, PID et ID. Différents mécanismes que nous avons
précédemment détaillés sont a 1’origine de cette augmentation. Tout d’abord, 1’activité
neuronale contribue a cette €élévation : les interneurones ainsi que les cellules pyramidales
déchargent a haute fréquence lors de la phase d’initiation de la crise. Librizzi et al. ont ainsi
montré sur des cerveaux de cochon d’inde que les décharges ictales débutent par une intense
activité des interneurones a ’origine de 1’élévation initiale du K* extracellulaire, suivie par
I’activation retardée des neurones pyramidaux qui contribue a augmenter encore sa
concentration (Librizzi et al. 2017).

L’activité neuronale participerait néanmoins pour une faible part a cette élévation du K*. La
décharge intense des interneurones et 1’activation de la transmission GABAergique qui en
résulte pourraient également participer au phénoméne : les neurones pyramidaux liberent de
grandes quantités de K au travers du co-transporteur KCC2 en réponse a 1’¢élévation des
concentrations intracellulaires en ClI” (Viitanen et al. 2010; Blauwblomme et al. 2014; K&hling
et al. 2016; Schevon et al. 2019). Plusieurs altérations astrocytaires contribuent également a
I’augmentation du K* extracellulaire. Les astrocytes libérent ainsi du K* via le transporteur
EAAT?2 en échange de la recapture du glutamate. La diminution d’expression du canal Kir 4.1
astrocytaire, responsable du tampon potassique extracellulaire, contribue également aux
perturbations des concentrations de I’ion. Enfin, I’augmentation de la capture du K™ au travers
du co-transporteur NKCC1 astrocytaire pourrait altérer le métabolisme de neurotransmetteurs
et leur répartition extracellulaire : elle conduit ainsi a un gonflement des cellules, a une
augmentation des concentrations intracellulaires en Cl" et a la libération d’acides aminés

excitateurs (Blauwblomme et al. 2014).
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L’augmentation des concentrations extracellulaires en K* favorise les activités épileptiques en
augmentant 1’excitabilité neuronale et en chargeant les cellules pyramidales en CI" du fait de
I’inversion du flux au travers de KCC2 (Blauwblomme et al. 2014). 11 est ¢galement probable
que D’¢lévation du K* extracellulaire participe a 1’affaiblissement de la transmission
GABAergique lors de la phase d’initiation de la crise et donc a la prédominance progressive de
la transmission excitatrice (Kohling et al. 2016).

Récemment, il a été montré que 1’élévation du K™ extracellulaire entraine une dépolarisation
des cellules gliomateuses liée a I’entrée de 1’ion par le biais de canaux potassiques a rectification
entrante, similaires a ceux présents sur les astrocytes. Cette charge ionique est ensuite
rapidement dissipée grace a des jonctions communicantes qui relient les cellules tumorales
entre elles au niveau des microtubes tumoraux. Ces courants potassiques sont détectés dans
environ 40 % des cellules gliomateuses en réponse a 1’activité neuronale. Ils sont synchrones
de courants calciques issus de 1’activation des récepteurs AMPA présents a la surface d’une
partie des cellules. Cette synchronisation pourrait €tre liée aux jonctions communicantes. Au
final, ces vagues de dépolarisation au sein des cellules promeuvent la prolifération tumorale
(Venkatesh et al. 2019; Venkataramani et al. 2019), ce qui illustre 1a encore I’intrication des

processus épileptiques et oncologiques dans les gliomes diffus.

En ce qui concerne le Ca?*, sa concentration extracellulaire est réduite (jusqu’a 0,7 mM) au
début des crises épileptiques, probablement du fait de son influx dans les cellules pyramidales
en pré- et post-synaptique lors de I’activation neuronale, ainsi que dans les astrocytes et les
cellules gliomateuses. Ces phénomenes favorisent, encore une fois, I’excitabilité neuronale et

la prolifération tumorale (Blauwblomme et al. 2014; Venkatesh et al. 2019).

1.2.3.3. Role de I’espace extracellulaire et des champs électriques

La taille et les propriétés de 1’espace extracellulaire affectent la transition vers les crises. La
survenue d’activités épileptiques tend a faire gonfler les cellules et par conséquent a réduire
I’espace extracellulaire. Ceci renforce 1’excitabilité neuronale en augmentant la concentration
relative en K', et probablement en affectant la concentration intracellulaire en CIl™ et la
signalisation GABAergique (Glykys et al. 2014). Les effets sur les concentrations en
neurotransmetteurs et leur diffusion ont également tendance a augmenter 1’excitabilité
neuronale. L’amplification des interactions des champs électriques favorise enfin la

synchronisation des décharges neuronales (Blauwblomme et al. 2014).
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Les champs électriques créés par la décharge de neurones isolés ou d’un ensemble de cellules
pyramidales sont transmis grace a la conductivité de 1’espace extracellulaire. Celui-ci exerce
un effet éphaptique, d’une durée de 1’ordre de la milliseconde, permettant de recruter d’autres
neurones et de les synchroniser. En condition normale, cet effet est faible. En revanche, les
potentiels de champs de grande amplitude créés par des populations neuronales étendues
peuvent générer des champs €lectriques avec un gradient suffisamment puissant pour modifier
I’excitabilité neuronale et le moment de survenue des potentiels d’action. Au moment de la
phase de transition vers la crise, ces mécanismes permettent de synchroniser de larges
populations de neurones et favorisent la propagation de I’activité épileptique (Blauwblomme et

al. 2014).

1.2.3.4. Implication des astrocytes

Les astrocytes sont impliqués aussi bien dans 1’épileptogenése que dans I’ictogenese. Ils
pourraient contribuer a la genése d’activités épileptiques grace a la vague calcique qui se
propage au travers du réseau formé par ces cellules. De plus, ils régulent la taille de 1’espace
extracellulaire grace a la présence a leur surface d’un canal hydrique, 1’aquaporine 4, participant
probablement ainsi a I’ictogenése. En effet, la diminution de son expression est associée a une
diminution du volume de 1’espace extracellulaire qui favorise la survenue de crises.
L’expression des canaux potassiques Kir 4.1, associés a I’aquaporine 4, est également diminuée
a la surface des astrocytes participant ainsi a 1’élévation des concentrations extracellulaires en
K* et donc a l’augmentation de I’excitabilit¢ neuronale, comme nous 1’avons déja vu
précédemment (Blauwblomme et al. 2014).

Ils ont également un rdle dans le métabolisme du glutamate : ils régulent la transmission
excitatrice en condition saine en captant le glutamate libéré dans la fente synaptique grace aux
transporteurs EAAT1 et EAAT2 dont I’expression est diminuée au voisinage des tumeurs. De
plus la glutamine synthétase est moins efficace au sein des astrocytes, ce qui conduit a une

accumulation de I’acide aminé excitateur (Blauwblomme et al. 2014).
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2. PROJET D’ETUDE

Ce projet vise a mieux comprendre la dynamique de concentration du K* extracellulaire et du
CI" neuronal, sous-tendant I’excitabilité locale et I’influence GABAergique a I’émergence des
crises au sein du tissu cortical humain épileptique péritumoral. Les concentrations de ces deux
ions sont étroitement liées par 1’activité des co-transporteurs du Cl° dont I’expression est
modifiée dans le tissu épileptique.

L’implication de NKCC1 semble ambivalente. D'une part, l'activation de ce canal pourrait étre
pro-épileptique puisqu'il tend a charger les neurones en Cl et favorise ainsi les réponses
excitatrices au GABA. D'autre part, son activation, notamment astrocytaire, réduit la
concentration extracellulaire en K* et apparait, a cet égard, plutdt antiépileptique. En effet,
méme si, dans la majorité des études, le blocage de NKCCI par le diurétique bumétanide
apparait antiépileptique (Pallud et al. 2014), de rares travaux rapportent des effets aggravant sur
les activités ictales, probablement en rapport avec une réduction du tamponnage potassique
astrocytaire (Kilb et al. 2007). De maniere intéressante, le TMZ renforce ’activation de
NKCCI1 par phosphorylation via la voie de signalisation WNK1/OSR1/NKCC1 (Zhu et al.
2014). Elle s’avere étre la chimiothérapie utilisée dans les gliomes et est plutdt réputée
antiépileptique.

L’implication du co-transporteur KCC2 pourrait elle-méme s’avérer duale. La baisse
d’expression de KCC2 contribue a une mauvaise régulation neuronale du Cl” et a une excitation
GABAergique pro-épileptique (Kelley et al. 2016). Mais lors d’une forte activation
GABAergique, la charge neuronale en Cl va étre évacuée par KCC2, s’accompagnant alors
d’un efflux de K" pouvant augmenter I’excitabilité locale (Viitanen et al. 2010). De plus, en cas
d’augmentation de la concentration extracellulaire en K au-dela de 10 mM, la modification du
gradient électrochimique pourrait inverser le flux ionique via KCC2 et donc charger les
neurones en Cl, favorisant les réponses excitatrices au GABA. Ainsi, il a ét¢ récemment
rapporté que les décharges ictales induites par la 4-amino-pyridine dans 1’hippocampe de
rongeurs non ¢épileptiques sont bloquées par les antagonistes de KCC2 (VU0240551 et
VU0463271) et renforcées par le booster d’activité¢ de KCC2, CLP257 (Hamidi et Avoli 2015).

Dans un tissu réellement remanié et produisant des activités épileptiques comme le tissu

humain post-opératoire, il apparait donc crucial d'étudier les causes et les effets pro-
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épileptiques de ces variations d’activité des co-transporteurs KCC2 et NKCC1 en lien avec les

concentrations intracellulaires en CI et extracellulaires en K.

Une deuxieéme partie du projet a été consacrée a 1’étude des activités épileptiques en lien avec
I’accumulation du glutamate extracellulaire. En effet, I’équipe de Harald Sontheimer a montré
que les cellules gliomateuses libérent de trés grandes quantités de glutamate via le transporteur
Xc cystine-glutamate dont I’expression est fortement augmentée a leur surface (Ye et al. 1999).
Ce transporteur échange la cystine extracellulaire contre le glutamate. La cystine est ensuite
convertie en glutathion, un puissant antioxydant, favorisant ainsi la survie tumorale. Le
glutamate participe, quant a lui, a la genése d’activités épileptiques en se fixant sur les
récepteurs AMPA et NMDA, a une excitotoxicit¢ dépendant du NMDA dans le cortex
péritumoral et a la promotion de la division des cellules tumorales (Robert et al. 2014). Dans
ce contexte, inhiber le systéme Xc cystine-glutamate pourrait conduire a une apoptose des
cellules tumorales due a la déprivation en glutathion, a une réduction de la promotion tumorale
et a une amélioration de 1’épilepsie suite a la diminution de la concentration extracellulaire en
glutamate. La sulfasalazine (SAS), un traitement habituellement utilisé pour traiter les patients
atteints de maladies inflammatoires chroniques de I’intestin, s’avére étre un puissant inhibiteur
du transporteur Xc cystine-glutamate (Chung et al. 2005; Buckingham et al. 2011). Ainsi, des
enregistrements en patch-clamp de neurones péritumoraux réalisés sur des tranches aigués de
cerveaux de souris implantés avec des cellules gliomateuses ont montré une nette diminution
des activités épileptiques en termes de durée et d’amplitude apres perfusion de SAS a la
concentration de 250 uM. Ces résultats ont été ensuite confirmés en perfusant les souris avec
le traitement : la fréquence des activités épileptiques, enregistrées grace a des électrodes EEG
intracraniennes, était significativement diminuée pendant les quatre heures qui suivaient
I’administration de SAS. Cependant, une étude plus ancienne a montré que la SAS était un

antagoniste non compétitif des récepteurs NMDA (Noh et al. 2006).

Dans ce contexte, il semble important de définir plus finement [’action de la SAS sur les activités
épileptiques sur du tissu humain post-opératoire appartenant aux marges de résection de
gliomes, mais dépourvu de tumeur, afin de dévoiler si son efficacité sur les crises dépend plutot

de l’effet antagoniste NMDA.
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3. MATERIEL ET METHODES

3.1. Patients

Les tissus cérébraux (n = 37 blocs issus de 35 patients) sur lesquels ont été réalisés les
expériences d’électrophysiologie proviennent de la marge de sécurité prévue au cours de la
résection neurochirurgicale de gliomes de bas grade et de haut grade (Tab. 4). En effet, la
chirurgie de ces tumeurs obé¢it au principe de résection supra-maximale dont les limites sont
fixées par les fonctions cérébrales (Pallud et Dezamis 2017). Deux pieces de résection sont
issues de tumeurs cérébrales bénignes d’un type histologique différent des gliomes : une tumeur
neuro-¢pithéliale dysembryoplasique (DNET) et un gangliogliome qui est une tumeur mixte
neuronale et gliale, mais présentant des remaniements épileptogénes. Deux picces de résection
sont issues de lésions non tumorales (cavernomes), mais présentant également des
remaniements épileptogénes.

Les tissus « controle » (n = 5) proviennent pour trois d’entre eux de patients présentant des
tumeurs cérébrales moins épileptogénes : méningiomes et métastases de cancers extra-
cérébraux. Les deux autres ont été extraits a distance d’une tumeur gliale. L’ensemble de ces
tissus « controle » ont été prélevés sur la voie d’abord neurochirurgicale de tumeurs localisées
en profondeur.

Au total, 37 pieces de résection chirurgicale provenant de 35 patients (4ge moyen 43 £ 12 ans,
étendue 19-70) ont été étudiées, incluant 10 gliomes de bas grade, 16 gliomes de haut grade et
2 gliomes indéterminés. Parmi les patients opérés pour des tumeurs gliales, tous grades

confondus, plus de 67 % ont présenté au moins une crise épileptique.
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Tableau 3 — Tissus de I'étude. Absence d’activité spontanée (n = 7).

« controle » (n =5).

Présence d’activité ictale (n = 15). Tissus

Patient| Age Lésion Epilepsie Localisation M]illga;llon
Oligodendrogliome grade III | Absente Temporo-insulaire droite oui
Oligodendrogliome grade III | Présente Frontale gauche oui
Oligodendrogliome grade I | Présente Fronto-insulaire gauche oui
Oligodendrogliome grade II | Absente Temporale droite oui

Oligoastrocytome grade I | Présente Frontale gauche non
Astrocytome grade I1 Présente Frontale droite oui
Oligodendrogliome grade III | Présente Fronto-cingulaire droit oui
Oligodendrogliome grade I | Présente Frontale gauche oui
Oligodendrogliome grade III | Présente Frontale gauche oui
Astrocytome grade 111 Absente Frontale droite oui
Astrocytome grade I11 Absente Frontale droite oui
Glioblastome Absente Temporale droite non
Méningiome olfactif Absente Frontale droite non
Glioblastome Présente Temporo-insulaire gauche oui
Oligodendrogliome grade III | Présente Pariétale gauche oui
Gliome de grade 11 Présente NC oui
Astrocytome grade 11 Présente Temporale gauche oui
Cavernome Présente Temporale gauche non
Glioblastome Absente Temporale droite non
Oligodendrogliome grade I | Présente Pariétale inférieure droite oui
Astrocytome grade 111 Présente A distance de la tumeur non
Gangliogliome grade 1 Absente Temporale gauche non
Astrocytome grade 11T Absente Temporale gauche oui
Cavernome Présente Frontale gauche non
Meéningiome Absente Temporale ptérionale droite non

DNET Présente Temporale droite non
Glioblastome Absente Temporale gauche non
Oligodendrogliome grade III | Présente Frontale gauche oui
Astrocytome grade 11 Présente Temporo-insulaire gauche NC
Gliome grade NC Absente A distance de la tumeur NC
Meétastase Absente Pariéto-occipitale droite non

Gliome grade NC Présente Frontale gauche NC
Oligodendrogliome anaplasique | Présente Fronto-calleux gauche oui
Gliome grade NC Absente Frontale gauche NC
Oligodendrogliome grade I [ Présente | Temporale et fronto-insulaire droite | oui

DNET : Tumeur neuro-épithéliale dysembryoplasique.

NC : Non connu

3.2. Recueil et préparation des tissus (Dossi et al. 2014)

Apres la chirurgie, les tissus sont immédiatement immergés dans un liquide céphalo-rachidien

(LCR) artificiel refroidi (1 a 4°C), oxygéné, enrichi en sucrose et magnésium, appauvri en
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sodium et calcium (250 mM sucrose, 10 mM D-glucose, 3 mM KCI, 25 mM NaHCO3, 1 mM
CaCl2 et 10 mM MgCl2) afin de ralentir leur activité métabolique et diminuer leur excitabilité,
assurant ainsi leur viabilité lors du transport du bloc opératoire au laboratoire. Les méninges
sont ensuite délicatement retirées. Des tranches de cortex de 400 um d’épaisseur sont préparées
a I’aide d’un vibratome et placées dans une chambre a interface perfusée avec une solution de
LCR artificiel physiologique (124 mM NaCl, 3 mM KCI, 26 mM NaHCO3, 10 mM D-glucose,
1,6 mM CaCl2, 1,3 mM MgCl2), oxygénée et maintenue a 37°C (Fig. 10). Les tranches ainsi
obtenues sont maintenues au minimum une heure dans ces conditions avant de procéder aux
enregistrements électrophysiologiques afin de permettre aux tissus de recouvrer une activité

physiologique suite au stress imposé par la chirurgie et la coupe.

Figure 10 — Matériel et procédure pour la préparation de tranches de tissu cérébral,
d'aprés Dossi et al. 2014.
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3.3. Enregistrement extracellulaire en Multi-Electrode Array (Dossi et al.

2014)

Le Micro-Electrode Array (MEA, MultiChannel Systems) est un dispositif constitué par un
ensemble de 120 micro-¢lectrodes, mesurant 30 pm de diamétre, disposées régulierement dans
I’espace en une matrice de 12 x 10 avec un espacement de 1500 / 1000 um et permettant
d’enregistrer les activités €lectrophysiologiques a partir de différentes zones du tissu, a savoir
les potentiels de champs locaux (LFP) et les activités multi-unitaires (MUA) (Fig.11). Il permet
ainsi d’étudier finement 1’organisation spatio-temporelle des activités épileptiques. Cette
technique permet d’explorer les mécanismes sous-tendant 1’initiation et la propagation des
activités épileptiques ainsi que 1’effet de drogues sur celles-ci a I’échelle de la cellule et des

réseaux neuronaux.

Figure 11 — Enregistrement des tranches de cortex en MEA, d'aprés Dossi et al. 2014.

Les activités électrophysiologiques sont échantillonnées a 20 kHz et filtrées entre 0,1 et
10 000 Hz (Logiciel MC Rack, MultiChannel Systems). Les chambres de MEA sont perfusées
en continu a haut débit (5-6 ml/min) par une solution de LCR artificiel oxygénée a 37°C. Deux
types de LCR artificiels sont utilisés : le LCR artificiel physiologique précédemment décrit
permettant d’enregistrer des activités spontanées, et le LCR artificiel ictogénique, permettant
d’obtenir des activités ictales (Huberfeld et al. 2011). Deux types de LCR artificiels
ictogéniques sont utilisés : un LCR artificiel physiologique dépourvu en magnésium additionné
de 4-amino-pyridine (50 uM) et un LCR artificiel physiologique dépourvu en magnésium et
enrichi en potassium (KCI 6 a 8 mM). VU0240551 (10 uM), VU0463271 (10 uM), CLP257
(100 uM) et SAS (250 uM) sont ajoutés a la solution ictogénique apres stabilisation des activités

ictales et perfusés pendant quarante minutes a une heure dans la chambre de MEA. A la fin de
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chaque enregistrement avec 1’'une de ces molécules, les tranches sont lavées avec un LCR
artificiel ictogénique simple (wash-out). Concernant le TMZ, les tranches de tissu ont été
incubées pendant une durée minimale de quatre heures dans les chambres a interface perfusées
par du LCR artificiel physiologique additionné de TMZ (100 uM) avant enregistrement dans le
MEA. VU0460551, VU0243271, CLP257 et TMZ sont d’abord dissous dans Ile
diméthylsulfoxyde (DMSO, maximum 1%) avant d’étre dilués dans les différentes solutions de

LCR artificiel.

3.4. Analyse des données

Les données obtenues au cours des enregistrements électrophysiologiques ont été analysées
avec le logiciel Clampfit (suite pClamp, Molecular Devices). Les LFP ont été étudiés apres
application d’un filtre passe-bas de 60 Hz (Butterworth — 8 podles) et, si nécessaire, un filtre
passe-haut de 1 Hz (Bessel — 8 poles). La durée, la fréquence et I’amplitude des activités inter-
ictales ont été analysées en utilisant une détection des événements par seuillage. La durée, la
fréquence et I’amplitude des activités ictales sont mesurées manuellement. L’analyse statistique
a été réalisée grace au logiciel Prism (GraphPad). Les données sont exprimées en moyenne =+

SEM.
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4. RESULTATS

4.1. Données générales sur les activités ictales

37 tissus ont été étudiés. 19 tissus proviennent de patients présentant un gliome associé a une
épilepsie clinique, 10 de patients avec un gliome sans €pilepsie clinique, 3 de patients avec une
Iésion épileptogeéne associée a une épilepsie clinique, 2 de patients avec une 1ésion épileptogene
sans épilepsie clinique. 3 tissus sont issus de patients avec une lésion controle non ou peu
¢épileptogene et sans épilepsie clinique. Par ailleurs, 2 tissus contrdles ont été extraits sur la voie
d’abord neurochirurgicale de tumeurs gliales localisées en profondeur. De ce fait, ces biopsies
réalisées a distance de la Iésion tumorale ont été considérées comme des tissus contrdles. 25
tissus ont présenté des activités interictales spontanées, correspondant a 24 / 32 tissus corticaux
issus de chirurgie de 1ésion épileptogéne et 1 / 5 tissus contrdles. Parmi ces 25 tissus avec 11D
spontanées, 9 ont uniquement présenté une activité spontanée, 5 tissus corticaux issus de
chirurgie de Iésion épileptogéne ont présenté des ID qui se sont rapidement interrompues et 10
tissus (pour un total de 12 tranches) ont généré des ID récurrentes permettant de les moduler
pharmacologiquement. Une seule tranche issue d’un tissu controle a présenté des IID
spontanées ainsi que 2 crises suivies de PID continues. Le nombre restreint de tissus avec ID
récurrentes est en grande partie due a des difficultés techniques survenues au cours des
expériences. Les ID ont été induites dans différentes conditions : 0 Mg®* / KC1 6-8 mM (n= 11
tranches issus de 10 tissus), ou 0 Mg**/ 4-Aminopyridine (n = 1). Elles sont caractérisées par
une grande variabilité en ce qui concerne leur organisation, leur fréquence, et leur durée,
indépendamment du sous-type histologique, du grade ou de la localisation cérébrale (Fig. 12A).
Le type de solution ictogénique utilisé n’a pas influencé le profil des crises : elles sont précédées
d’un cluster de PID et comprennent une phase variable d’activité rapide, peu synchrone et peu
ample évoluant secondairement vers une phase constante de bouffées rythmiques. La durée des
crises, mesurée a partir de 1’activité rapide initiale, a été¢ en moyenne de 26,85 £+ 16,79 s, variant
de 8,92 £2,92 s a 139,56 + 94,78 s. La fréquence des crises, mesurée entre le début de deux
crises successives a €té en moyenne de 0,82 + 0,57 crises/min variant de 0,13 a 1,71 crises/min.
Il n’existe cependant pas de différence significative de durée ou de fréquence entre les
différentes conditions (Fig. 12B, test de Student : durée des crises p = 0,2968 ; fréquence des
crises p = 0,1743 ; n = 105 crises).
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Figure 12 — Organisation des crises. (A) Enregistrements extracellulaires en condition de
LCR artificiel ictogénique 0 Mg?* / 7-8 mM KCI. , Patient 27 et Patient 35 : crises
avec phase d’initiation par PID, phase de haute fréquence et faible amplitude suivie de bouffées
rythmiques. Patient 11 : crises fréquentes, courtes et de faible amplitude. (B) Variabilité inter-
et intra-tissulaire en termes de durée des crises et de fréquence des crises.
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4.2. Modulation pharmacologique de KCC2

4.2.1. Blocage de ’activité de KCC2

Nous avons étudié I’effet de deux antagonistes sélectifs de KCC2, VU0240551 (10 uM) et
VU0463271 (10 uM) sur les ID enregistrées sur n = 4 tranches (issues de 3 tissus). Ces
concentrations ont été¢ déterminées in vitro chez des rongeurs non épileptiques (Kelley et al.
2016; Hamidi et Avoli 2015). 5 a 16 minutes apres le début de la perfusion des molécules, les
ID s’interrompent, seules des PID persistent (Fig. 13). La faible solubilit¢ de la drogue
VUO0240551 dans le LCR artificiel explique 1’échec du lavage aprés son application sur le tissu
18. Nous avons par la suite abandonné cette molécule et utilisé uniquement le VU0463271 qui
présente I’avantage d’une meilleure solubilité et d’une plus grande sélectivité d’action (Delpire

et al. 2012).
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Figure 13 —
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Effet des antagonistes de KCC2 sur les décharges ictales. (A) Enregistrements
cellulaires sur les tissus 18 (VU0240551) et 27 (VU0463271). (B) Effet des antagonistes de
KCC2 sur la durée et la fréquence des crises.
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4.2.2. Renforcement de ’activité de KCC2

Nous avons ensuite étudié ’effet du CLP257 (100 uM), booster d’activité¢ de KCC2 sur les ID
enregistrées sur n = 2 tranches (issues de 2 tissus) et dont la concentration efficace a été
précédemment déterminée in vitro sur le cortex de rats non épileptiques (Hamidi et Avoli 2015).
7 a 12 minutes apres le début de la perfusion de la molécule, les ID s’interrompent, laissant

place a des PID (Fig. 14).

Patient 27 — OMg 7KClI
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Figure 14 — Effet du renforcement de KCC2 sur les décharges ictales. Enregistrements
extracellulaires sur le tissu 27.
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4.3. Modulation pharmacologique de NKCC1

Nous avons étudié I’effet du TMZ (100 uM) sur les IID et ID enregistrées sur n = 4 tranches
(issues de 2 tissus). Cette concentration correspond a celle mesurée dans le sérum au cours des
chimiothérapies des gliomes (Zhu et al. 2014). La durée et la fréquence des crises ont été
mesurées dans des tranches différentes issues du méme bloc post-opératoire du fait de la
nécessité d’une incubation de 4 heures dans le TMZ (réalisée durant la phase d’interface)
(Fig. 15).

La durée des crises a augmenté de 19,25 + 1,402 s (n = 24 crises issues de 2 tranches de 2 blocs)
en condition controle a 43,88 + 4,741 s (n = 56 crises issues de 4 tranches de 2 blocs) en
condition TMZ (p = 0,0012, test de Student). La fréquence des crises a également augmenté de
0,54 + 0,07 crises/min en condition controle a 1,06 = 0,13 crises/min en condition TMZ

(p = 10,0153, test de Student).
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Figure 15 - Effet du renforcement de NKCC1 sur les décharges ictales. (A)
Enregistrements extracellulaires sur le tissu 33. (B) Effet du TMZ sur la durée et la fréquence
des crises en condition ictogénique. * p = 0,0012 ; ** p=0,0153.
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4.4. Modulation pharmacologique des récepteurs NMDA

Nous avons étudié 1’effet de la SAS (250 uM) sur les IID enregistrées sur n = 1 tranche en
condition physiologique et les ID enregistrées sur n = 2 tranches (issues de 2 tissus). Sur le tissu
35, en LCR artificiel physiologique, les IID (Contrdle : n = 438 ; SAS : n = 617) ne semblent
pas affectées par la SAS en ce qui concerne leur amplitude (-6,94 + 0,09 uV vs. -6,84 £ 0,07
uV ; p = 0,3553, test de Student) et leur fréquence (2,43 £ 0,32 [ID /s vs. 1,91 £ 0,26 [ID / s ;
p =0,2097, test de Student). Cependant, la durée des événements a significativement diminué
de 18,33 = 0,33 ms en condition contrdle a 15,28 + 0,24 ms en condition SAS (p < 0.0001, test
de Student). La SAS interrompt sans délai les ID (n = 2), ne laissant persister que les PID,
connues pour étre dépendantes de la signalisation AMPA (Fig. 16).
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Figure 16 — Effet de la SAS sur les décharges interictales (A) et les décharges ictales (B).
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5. DISCUSSION

Cette étude a pour objectif principal d’étudier, sur des tissus humains remaniés et épileptiques,
I’impact du niveau d’activité des co-transporteurs KCC2 et NKCCI1 sur les activités ictales, en
lien avec les concentrations intracellulaire en Cl- et extracellulaire en K*. Ces co-transporteurs
sont les agents de la régulation des effets du GABA pour le CI et de I’excitabilité locale pour
le K*.

Concernant NKCC1, une étude précédente du laboratoire a montré que son blocage par le
bumétanide induisait une interruption des crises (Pallud et al. 2014). Cette nouvelle étude a mis
en évidence que le renforcement de 1’activité du co-transporteur par le TMZ conduit a une
augmentation de la durée et de la fréquence des crises. Ces résultats semblent donc contredire
les données cliniques sur ’effet plutdt anti-épileptique du TMZ. Ils soulignent également
I’importance de ’homéostasie du Cl" intracellulaire et de son rdle au cours de 1’ictogenése.
Pendant la période inter-critique, 1’augmentation d’expression de NKCCI1 contribue a charger
les neurones pyramidaux en CI', conduisant ainsi aux effets dépolarisants du GABA et donc a
la genese d’activités interictales. Lors de 1’initiation des crises en condition d’hyperexcitabilité,
le blocage de NKCC1 aboutit a I’interruption des crises en empéchant I’entrée de CI- dans les
neurones. De ce fait, en maintenant le Cl- a de faibles concentrations, la transmission
GABAergique retrouve ses propriétés inhibitrices. Par ailleurs, dans ces conditions, cet effet
semble surpasser celui de I’augmentation des concentrations extracellulaires en K*, évacué de
la cellule conjointement avec le CI. A contrario, le renforcement de I’activit¢ de NKCC1
entraine une ¢élévation des concentrations intracellulaires en Cl- conférant a la transmission
GABAergique des propriétés excitatrices. Ces résultats confirment donc le réle pro-
¢épileptogene du CI au cours de l’ictogenese. La réalit¢ de 1’effet sur les concentrations
neuronales en CI et extracellulaires en K* restent a démontrer.

Nous avons montré que le renforcement aussi bien que le blocage de ’activité de KCC2
aboutissaient a une interruption des crises. En phase inter-critique, la diminution d’expression
de KCC2 a la surface de plus de la moitié des cellules pyramidales du cortex péritumoral a pour
conséquence une augmentation des concentrations intracellulaires en Cl, ce qui conduit aux
effets dépolarisants du GABA et donc a la genése d’activités inter-ictales. Lors de la phase de
transition vers la crise, les interneurones déchargent a haute fréquence, augmentant la pression
GABAergique sur les neurones pyramidaux, ce qui contribue a les charger en CI. La diminution

d’expression de KCC2 intervient alors en renforcant les effets dépolarisants du GABA comme
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le confirme nos résultats : 1’amplification de 1’activité du co-transporteur a interrompu les
crises. Nos données soulignent également le role de 1’élévation des concentrations en K* sur
I’excitabilité locale : le blocage de I’efflux du CI" et du K* au travers du co-transporteur conduit
la encore a une interruption des activités ictales. De plus, I’augmentation d’activité des
interneurones contribue en elle-méme a I’accroissement des concentrations extracellulaires en
K" responsable d’une hyperexcitabilité locale. Lorsque les concentrations en K" atteignent un
niveau suffisant, les flux ioniques au travers de KCC2 vont s’inverser, chargeant alors les
neurones en Cl et diminuant les concentrations extracellulaires en K. Ceci explique
I’interruption des crises par I’antagoniste de KCC2.

La diminution de l’expression de KCC2 et [’augmentation de celle de NKCC1 dans le cortex
humain péritumoral entraine une perturbation de [’homéostasie du Cl qui favorise la genese

d’activités épileptiques via les effets dépolarisants du GABA (Fig. 17).
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Figure 17 - Synthése des perturbations de 1'homéostasie du CI" et du K* au sein du cortex
péritumoral. (A) Signalisation inhibitrice et régulation du Cl neuronal dans le cortex sain. (B)
Perturbation de ’homéostasie du CI" et du K* dans le tissu épileptique conduisant aux effets
dépolarisants du GABA.
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La seconde partie de cette étude s’intéresse au mécanisme d’action de la SAS sur les activités
épileptiques. La molécule ne semble pas avoir d’effet sur les IID, qui dépendent des effets
dépolarisants de la signalisation GABAergique et de la transmission glutamatergique AMPA.
De plus, elle ne semble pas affecter la signalisation glutamatergique AMPA puisque les PID
persistent. En revanche, elle interrompt immédiatement les crises. La cinétique d’action, trés
rapide, et le fait que la SAS bloque les crises dans du cortex isolé, sans infiltration par des
cellules tumorales — qui expriment le systeme Xc cystine-glutamate a 1’origine d’une libération
importante de glutamate dans 1’espace extracellulaire — vont dans le sens d’un effet antagoniste
NMDA. Un effet sur la libération de glutamate par les astrocytes normaux exprimant le
transporteur Xc cystine-glutamate ne peut étre formellement exclu.

Ces resultats suggerent que [’effet anti-épileptique de la sulfasalazine dans le contexte des
gliomes résulte au moins en partie de son action antagoniste sur les récepteurs NMDA,
relativisant [’implication du systeme Xc cystine-glutamate. Néanmoins, le potentiel
thérapeutique de la sulfasalazine reste majeur, a la fois anti-épileptique et anti-oncogene si son

double mécanisme d’action était confirmé.

Ces résultats nécessitent d’étre confirmés, notamment en ce qui concerne le TMZ. En effet, il
serait pertinent de tester les différentes molécules sur un plus grand nombre de tissus péri-
tumoraux afin de prendre en compte la grande variabilité inter- et intra-tissulaire. De plus, notre
modele ex vivo comporte ses propres limites. Tout d’abord, les connexions synaptiques sont
réduites sur les tranches, de méme que I’influence des aires cérébrales a distance. La préparation
des tranches altére également le tissu : elle pourrait perturber 1’homéostasie du Cl- dans les
neurones superficiels et induire artificiellement des réponses excitatrices a la stimulation
GABAergique. Néanmoins ces activités n’ont jamais été enregistrées sur des tranches aigués
de cerveaux d’animaux, ni sur des tissus contrdles non épileptiques humains. Par ailleurs, les
activités ¢épileptiques sont enregistrées en profondeur dans les tranches alors que les
perturbations affectant la régulation du Cl- liées a la procédure n’ont été observées que 50 um
sous la surface de la tranche (Pallud et al. 2014; de la Prida et Huberfeld 2019). Enfin, nous
avons enregistré des crises sur certains tissus alors qu’aucune épilepsie clinique n’avait été
détectée chez les patients. Il est possible que ces crises soient trop restreintes in situ et
n’atteignent pas le seuil de propagation. Il est également possible que I’épilepsie ne soit pas
diagnostiquée ou que son expression clinique soit retardée chez les patients atteints de gliomes

(Robert et Sontheimer 2014).
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Ces projets, et particulieérement 1’étude sur les co-transporteurs NKCC1 et KCC2, peuvent étre
poursuivis sous différents aspects. Cette étude souléve des questions sur la chimiothérapie des
gliomes, le TMZ, qui se révele plutdt pro-épileptique ex vivo. Tout d’abord, les tranches ont été
incubées pendant quatre heures dans les chambres a interface puis enregistrées sur le MEA dans
des chambres perfusées par du LCR artificiel physiologique puis ictogénique. Cependant,
NKCCI présente un renouvellement rapide a la membrane. Nous pouvons donc nous interroger
sur la proportion de co-transporteurs phosphorylés — et donc activés — au cours de nos
expériences. Il serait donc intéressant d’enregistrer les tranches apreés incubation en les
perfusant avec du LCR artificiel physiologique ou ictogénique additionné de TMZ. Il est
possible que les activités épileptiques soient ainsi déclenchées en LCR artificiel physiologique
ou en réduisant la stimulation ictogénique avec des concentrations plus faibles en K™ par
exemple.

Ensuite, si le caractére pro-épileptique du TMZ est confirmé, la chimiothérapie présenterait
d’une part un risque d’effet indésirable majeur pour les patients et d’autre part une efficacité
anti-tumorale incompléte — puisqu’en renforcant 1’activité de NKCCI1 il contribuerait a la
croissance des gliomes. En conséquence, il serait intéressant de savoir s’il est possible de
contrebalancer cette phosphorylation activatrice de NKCC1 en bloquant le co-transporteur. En
perfusant le LCR artificiel physiologique puis ictogénique additionné de bumétanide —
antagoniste spécifique de NKCC1 a faible dose — sur des tranches de tissu péritumoral humain
enregistrées en MEA, nous pourrions mettre en évidence une modulation éventuelle des
activités ictales déclenchées par le TMZ.

Le lien apparait évident entre le Cl intracellulaire et le K* extracellulaire. Il devient donc
indispensable d’étudier les taux et la dynamique de la concentration extracellulaire en K™ au
cours de I’ictogenese. Les valeurs et la fluctuation de la concentration en K*, mesurée grace a
des ¢électrodes sensibles aux ions, pourraient étre corrélées aux IID spontanées et ID induites
enregistrées sur des tranches de tissu péritumoral humain a 1’aide d’un MEA, ainsi qu’a
I’expression des co-transporteurs NKCC1, KCC2 et du canal Kir 4.1. De méme, la capacité
tampon vis-a-vis du K du tissu péritumoral peut étre étudiée en augmentant localement la
concentration en K" a 10 mM. A ce niveau, la modification du gradient électrochimique pourrait
inverser le flux ionique au travers de KCC2, avec pour conséquence de charger les neurones en

CI et donc de favoriser les réponses excitatrices au GABA.

Les techniques d’optogénétique pourraient apporter des données intéressantes concernant

I’équilibre entre les transmissions inhibitrice et excitatrice au moment des crises grace a leur
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excellente résolution temporo-spatiale (Weiss et al. 2019). Gonzales et al. ont ainsi confirmé le
role des interneurones lors de I’initiation des décharges ictales : la stimulation d’interneurones
a parvalbumine ou a somatostatine a permis de déclencher des décharges ictales dans le cortex
entorhinal de rongeurs aprés application de 4AP. Par ailleurs, en diminuant I’activité de KCC2,
la stimulation des interneurones n’est plus capable de déclencher des crises, ce qui souligne
I’implication de la dysrégulation du Cl- intracellulaire et du K" extracellulaire dans 1’apparition
d’activités épileptiques. Cette étude met donc en évidence que le rdle pro-convulsivant de la
transmission GABAergique et plus particulierement de la voie de signalisation du récepteur
GABAA est sous-tendue par 1’activité du co-transporteur KCC2. Dans ce contexte, I’activation
synchrone des interneurones inhibiteurs pourraient conduire a une augmentation suffisante du
CI' intracellulaire dans les neurones pyramidaux pour activer KCC2. En libérant de grandes
quantités de K* dans 1’espace extracellulaire, le co-transporteur pourrait induire le
développement de crises. Selon ce modéle, les auteurs suggerent que les activités épileptiques
résulteraient exclusivement d’une augmentation des concentrations extracellulaires en K*. Le
GABA dépolarisant ne serait plus nécessaire et la transmission GABAergique conserverait
alors ses propriétés inhibitrices (Gonzalez et al. 2018).

La perturbation de I’homéostasie du Cl- dans des neurones murins en culture obtenue en
contrdlant le transport du chlorure grace a des techniques d’optogénétique a permis de
déclencher des activités épileptiques mais uniquement apres I’adjonction de 4AP. Ceci
suggererait que la dysrégulation du Cl est nécessaire mais non suffisante dans les processus
d’ictogenése (Schevon et al. 2019).

Les techniques d’optogénétique ont aussi permis de montrer que ’activation des cellules
GABAergiques contribue a I’entretien de la crise mais qu’elle pourrait également jouer un role
inhibiteur plus classique permettant 1’arrét de la décharge (De Curtis et Avoli 2016). Il a ainsi
été montré que la stimulation par optogénétique de la transmission inhibitrice au travers des
neurones granulaires du gyrus denté au moment de la phase de décharge des neurones
pyramidaux conduit a une diminution de la durée de la crise et prévient une généralisation
secondaire (Weiss et al. 2019). La synchronisation des interneurones GABAergiques est
¢galement trés étudiée : au cours de la phase initiale de la crise avec les activités rapides de bas
voltage, ils pourraient étre synchronisés par différents mécanismes impliquant les récepteurs
muscariniques et métabotropiques au glutamate, mais aussi par le biais de jonctions
communicantes les unissant (De Curtis et Avoli 2016). Toutefois, ce dernier point n’est pas

encore clairement élucidé.

66



Concernant les HFO, I’optogénétique a permis de formuler une hypothése alternative : les fast-
ripples seraient générés par les neurones pyramidaux qui déchargeraient de manicre déphasée
plutdt que par des groupes de neurones interconnectés de maniére pathologique. En effet, la
stimulation par optogénétique des cellules pyramidales dans le cortex entorhinal a ainsi
déclenché des crises avec un taux élevé de fast-ripples. En revanche, ils n’ont pas pu étre mis
en évidence dans les crises débutant par des activités rapides de bas voltage (Weiss et al. 2019).
Néanmoins ’optogénétique présente également des limites. Tout d’abord la plupart des études
sont réalisées sur le cerveau d’animaux sains chez lesquels a été induit pharmacologiquement
une épilepsie. On peut des lors s’interroger sur I’extrapolation des données obtenues sur un
tissu remanié €épileptique dans lequel les connexions synaptiques ainsi que les transmissions
inhibitrices et excitatrices ont été fortement altérées. De plus, la mise en ceuvre de ces
techniques implique 1’illumination d’une grande surface de tissu cérébral avec mise en jeu a la
fois d’interneurones sains et d’interneurones pathologiques.

Les modélisations informatiques des réseaux neuronaux et de leur perturbation n’ont pas été
abordées mais représentent un champ important de la recherche sur 1’épilepsie. L’intégration
des données expérimentales récentes permet d’étudier finement les réseaux neuronaux mis en

jeu.

Enfin, la survenue d’une épilepsie revét un intérét particulier chez les patients atteints de
gliomes car elle est un marqueur pronostic lorsqu’elle survient précocement. En effet, dans la
cohorte étudiée par Pallud et al. portant sur 708 patients avec une tumeur de bas grade ayant
secondairement évoluée vers un haut grade, la présence de crises épileptiques au moment du
diagnostic était associée de maniére indépendante a une survie sans progression vers la
malignité plus longue (p < 0,001). La transformation maligne d’un gliome de bas grade est
survenu a 65,1 + 54,8 mois versus 39,5 + 28,3 mois respectivement dans les groupes avec ou
sans épilepsie (Pallud et al. 2014). L’ ¢épilepsie précoce est également un marqueur de bon
pronostic dans le cas des glioblastomes mais ceci pourrait étre expliqué du fait de son
association avec un age plus jeune au diagnostic, un meilleur état de santé global, et une taille
inférieure de la tumeur, qui sont tous des facteurs favorables indépendants de survie (Huberfeld
et Vecht 2016). L’existence de mutations IDH pourrait également étre en jeu. En revanche, la
survenue de crises ¢€pileptiques au cours de 1’évolution des gliomes tend a marquer la
progression vers la phase terminale dans 30 a 50 % des cas de gliomes malins (Huberfeld et

Pallud 2015). Pour les tumeurs de bas grade, la réapparition de crises aprés une période libre

67



d’au moins 6 mois est un marqueur de progression chez environ 50 % des patients (Englot et
al. 2016).

Les tumeurs de haut grade qui sont révélées par des crises sont donc généralement de plus petite
taille que celles révélées par d’autres symptomes, notamment les déficits neurologiques focaux.
Au contraire, les tumeurs de bas grade qui se présentent avec des crises sont plus grandes que
celles sans épilepsie. Il semblerait que la vitesse de croissance influence la survenue d’une
¢épilepsie : plus la tumeur croit lentement, plus elle va permettre le développement de
modifications fonctionnelles au sein du cortex péritumoral (De Groot et al. 2012). Par contre,
concernant les tumeurs de haut grade, la croissance rapide pourrait €tre a I’origine d’agressions
tissulaires aigu€s, expliquant davantage I’apparition de crises (van Breemen et al. 2007), alors
qu’une destruction neuronale massive ou 1’absence de temps de mise en place des processus
d’épileptogenése pourrait contribuer a une réduction de prévalence de 1’épilepsie dans les
tumeurs tres agressives. Les facteurs sous-tendant ce meilleur pronostic sont certainement aussi
multiples. Il est aussi possible que la survenue d’une épilepsie conduise a un diagnostic et donc
a une prise en charge plus précoce des gliomes (Englot et al. 2016), méme si dans la série de
Pallud et col. (Pallud et al. 2014), I’existence d’une épilepsie retardait étonnamment tant le
diagnostic que la prise en charge.

Traiter 1’épilepsie revét une importance particuliere dans le cas des gliomes puisque diminuer
I’excitotoxicité dans le cortex péritumoral pourrait permettre de freiner la croissance de la
tumeur (Huberfeld et Vecht 2016). En effet, différentes études ont montré que 1’activité
neuronale excitatrice peut influer sur la croissance tumorale en augmentant la prolifération
cellulaire (Venkatesh et al. 2015, 2019; Venkataramani et al. 2019; Tantillo et al. 2020). Elle
n’exercerait cependant aucun effet sur la mort cellulaire des cellules tumorales. La sécrétion de
NLGN3, régulée par I’activité neuronale, semble étre essentielle dans cette interaction entre le
microenvironnement et la tumeur. Elle est directement impliquée dans la formation de synapses
excitatrices a la surface d’une sous-population de cellules de glioblastome dont la
dépolarisation va promouvoir la prolifération tumorale (Venkatesh et al. 2019). L’expression
de NLGN3 est méme étroitement et inversement corrélée a la survie globale dans le cas des
gliomes de haut grade. Dans une étude portant sur 429 cas de glioblastomes chez des adultes,
les patients dont la tumeur exprimait un taux de NLGN3 inférieure a la médiane présentaient
une survie moyenne de 20,8 mois (ICos% [17,1 — 24,4]) versus 15,2 mois (ICose [13,1 — 17,2])
chez ceux dont la tumeur exprimait un taux de NLGN3 supérieure a la médiane (Venkatesh et
al. 2015) (Fig. 17). Trés récemment, des synapses bona fide de neurones glutamatergiques sur

des cellules de glioblastome ont été révélées a partir de biopsies de tumeurs humaines et
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reproduites chez des souris xénogreffées (Venkataramani et al, 2019 ; Venkatesh et al, 2019).
Ces synapses sont localisées a des sites spécifiques dans les cellules tumorales, appelés
microtubes, reliés par des jonctions communicantes et reliant les cellules de gliome en réseaux.
Elles sont principalement composées de récepteurs AMPA perméables au Ca*" et ont une
influence directe sur la croissance des tumeurs. Le glutamate promeut ainsi la croissance
tumorale tant par voie extrasynaptique, ambiante que synaptique. Le renforcement de cette
activité synaptique glutamatergique par optogénétique ou up-régulation des sous-unités AMPA
impliquées renforce la croissance tumorale alors que la réduction des activités cérébrales
(anesthésie) ou la down-régulation des sous-unitées AMPA impliquées a un effet anti-tumoral.

Dans ce contexte, le perampanel, un antagoniste sélectif non compétitif des récepteurs AMPA
pourrait présenter un potentiel effet anti-tumoral du fait de la présence de ces récepteurs au
niveau des synapses neurogliomateuses. Son administration dans un modele murin xénogrefté
avec des cellules de gliobastome a permis de diminuer la prolifération tumorale (Venkataramani
et al. 2019) (Fig. 18). Les molécules étudiées représentent ¢galement de potentiels traitements
de I’¢épilepsie. Contrairement aux traitements actuels, elles ciblent spécifiquement les processus
impliqués dans I’ictogenese. La SAS, utilisée depuis de nombreuses années dans le traitement
des maladies inflammatoires chroniques de I’intestin, présente un intérét majeur : en agissant
d’une part sur les récepteurs NMDA et d’autre part sur le systeme Xc cystine-glutamate, elle
présente I’avantage d’avoir un double effet anti-épileptique et anti-tumoral. Par ailleurs, il a été
récemment montré que son administration précoce au cours de I’épileptogenése pourrait
prévenir I’apparition d’une épilepsie clinique (Hatcher et al. 2020). En ce qui concerne le TMZ,
un ajustement thérapeutique pourrait permettre d’accroitre son efficacité et sa tolérance dans le
traitement des gliomes. En effet, si le bumétanide permettait de contrebalancer son effet sur
NKCCI1, son adjonction dans les protocoles de chimiothérapie pourrait améliorer la qualité de

vie des patients.
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Figure 17 - Le niveau d'expression de la Neuroligine-3 est inversement corrélé a la survie
chez les patients présentant un glioblastome, d’apres Venkatesh et al. 2015. Modele stratifié
sur le taux d’expression médian de NLGN3 dans 429 cas de glioblastomes. La survie globale
moyenne décroit d’environ 5,6 mois chez les patients présentant une tumeur avec un taux
d’expression de NLGN3 supérieur a la médiane ; p < 0,05 (test de log-rank).
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6. CONCLUSION

L’¢épilepsie est une comorbidité majeure des gliomes diffus. Elle est le symptome révélateur le
plus fréquent dans le cas des gliomes de bas grade et affecte environ 50% des patients au cours
de I’évolution de la tumeur quel que ce soit le type histologique. Les mécanismes qui sous-
tendent son développement sont multiples, complexes, et encore incomplétement élucidés a ce
jour. Cependant, I’ensemble des études confirment la genése des activités épileptiques au sein
de cortex péritumoral, a I’interface entre la tumeur en croissance et le tissu cérébral altéré.
L’émergence des crises implique d’une part une transmission excitatrice excessive, en partie
liée a la libération de glutamate par la tumeur elle-méme, et d’autre part d’une transmission
inhibitrice déficiente. Cette dernicre résulte de modifications des concentrations ioniques intra-
et extra-cellulaires conduisant a une dépolarisation du Egagpa et donc a des effets excitateurs du
GABA. Cette étude a ainsi permis de montrer que la modulation d’activité des co-transporteurs
KCC2 et NKCCI1 dans le cortex péritumoral de patients présentant un gliome diffus favorise la

genese d’activités épileptiques en perturbant I’homéostasie du Cl- et du K.
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Titre : Epilepsie associée aux gliomes cérébraux : revue générale et identification
expérimentale de mécanismes de déclenchement des crises.

Résumé :

Les tumeurs cérébrales, et en particulier les gliomes diffus cérébraux, sont hautement
épileptogénes. Des travaux épidémiologiques et expérimentaux indiquent que la croissance
tumorale et I'épileptogénicité sont associés, parfois de maniére contradictoire : les tumeurs,
dans une gamme donnée de croissance, sont plus épileptogénes ; la survenue d'une
épilepsie est associée a une amélioration du pronostic oncologique ; 'augmentation de
I'activité neuronale favorise la croissance tumorale ; des mécanismes communs, impliquant
principalement la signalisation excitatrice glutamatergique et la signalisation inhibitrice
GABAergique contribuent aux processus épileptiques et oncologiques. Ce travail vise a
mieux cibler deux acteurs clés de 'émergence des crises : la dynamique de concentration
du K* extracellulaire et du CI" neuronal, sous-tendant respectivement I'excitabilité locale et
la polarité inhibitrice versus excitatrice de la signalisation GABAergique. Ces travaux ont été
menés ex vivo au sein du tissu cortical humain épileptique péritumoral. lls se sont focalisés
sur les co-transporteurs CI'/K* KCC2 et NKCC1 contrélant les concentrations de CI et de
K*, dont I'expression est altérée dans le tissu épileptique, conduisant a des effets excitateurs
du GABA. Jai testé, dans les conditions dynamiques d’initiation des crises les effets de la
modulation de KCC2 et NKCC1. Les résultats indiquent qu’une interaction complexe et
dynamique entre concentration extracellulaire en K* et intracellulaire en CI" est un
phénoméne clé du déclenchement des crises, majoré par les remaniements du tissu
épileptique, ouvrant de nouvelles perspectives thérapeutiques.

Mots clés : épilepsie, gliomes diffus, ictogenese, NKCC1, KCC2.

Titre en anglais : Glioma-related epilepsy : general review and experimental identification
of seizures triggers mechanisms.

Abstract :

Brain tumors, and more particularly diffuse gliomas, are highly epileptogenic. Epidemiologic
and experimental studies point that tumor growth and epileptogenesis are associated,
sometimes in a contradictory manner: tumors with a specific growth pattern are more
epileptogenic; epilepsy occurrence is associated with an improved oncologic outcome;
increased neuronal activity promotes tumoral growth; common mechanisms mainly involving
glutamatergic excitatory signalling and GABAergic inhibitory signalling contribute to both
epileptic and oncologic process. This study aims at better understanding two major
protagonists involved in seizures initiation: extracellular K* and neuronal CI" concentrations
dynamics that respectively underlie local excitability and inhibitory versus excitatory
GABAergic signalling polarity. These experiments were conducted ex vivo in peritumoral
epileptic human cortex. They focused on the KCC2 and NKCC1 CI/K" cotransporters that
regulate CI" and K* concentrations. Their expression is altered in epileptic tissue leading to
excitatory GABA effect. | have tested the impact of their modulation in dynamical conditions
at seizures emergence. The results show that dynamical and complex interactions between
extracellular K* and intracellular CI" concentrations is a key phenomenon of seizures
occurrence. This phenomenon is increased by basal changes in epileptic tissue, which
opens new therapeutic perspectives.

Keywords : epilepsy, glioma, ictogenesis, NKCC1, KCC2
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